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Resumo

OKUDA, E. K. Estudo dos mecanismos de transporte celular das subunidades do
complexo exossomo em Saccharomyces cerevisiae. 2020. 161. Dissertacdo de
Mestrado. Programa de PéOs-Graduacdo em Ciéncias (Bioquimica). Instituto de

Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O exossomo € um complexo multiproteico envolvido em processamento e degradacao
de varios tipos de RNA em eucariotos. Este complexo esta presente tanto no nucleo
guanto no citoplasma da levedura. O complexo exossomo possui duas subunidades
cataliticas: Rrp6, a qual é exclusivamente nuclear; e Rrp44, que possui dominios
endonucleolitico e exonucleolitico, sendo essencial para a sobrevivéncia da célula. O
objetivo do presente trabalho foi analisar a localizagcdo do complexo exossomo e as
vias de transporte de suas subunidades para o nucleo celular, com foco na subunidade
Rrp44. Para tal, a principal técnica empregada neste trabalho foi a microscopia de
fluorescéncia, através da qual foram feitas andlises utilizando-se diversas cepas
mutantes e fusdes proteicas com GFP e com mCherry. Os resultados apresentados
mostram uma localizacdo subnucleolar do complexo exossomo quando suas
subunidades sdo expressas em niveis enddgenos, sob controle dos seus proprios
promotores, em fusdo com GFP. As subunidades Rrp6 e Rrp44 localizam-se no
ndcleo mesmo quando superexpressas. Ja outras subunidades do complexo, como
Rrp4l e Rrp43, apresentam forte sinal citoplasméatico na mesma condicdo de
expressdo. Ademais, pudemos identificar os possiveis sinais de localizacdo nuclear

da subunidade Rrp44, reconhecidos pelas carioferinas essenciais Srpl e Kap95,



responsaveis pelo transporte nuclear de Rrp44. Os resultados obtidos neste trabalho
mostram que o exossomo de levedura esta principalmente localizado no nucleo e
concentrado no nucléolo, o que tem grande importancia no estudo funcional deste

complexo.

Palavras-chave: Rrp44, Exossomo, Localizagdo, Transporte Nuclear.



Abstract
Okuda, E. K. Study of the cellular transport mechanism of Exosome complex subunits
in Saccharomyces cerevisiae. 2020. 161. Master Thesis — Graduate Program in

Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Exosome is a multiprotein complex responsible for processing and degradation of
many classes of RNAs in eukaryotic cells. This complex localizes both to the nucleus
and cytoplasm. Exosome complex has two catalytic subunits: Rrp6, which is
exclusively nuclear; and Rrp44, that has endonucleolitic and exonucleolitic domains,
being essential for cell growth. The aim of this project was to analyze the localization
of the exosome and the nuclear transport pathways of its subunits, focusing on Rrp44.
For that, the main technique used was fluorescent microscopy, which allowed the
analysis in several different strains and protein fusions with GFP and mCherry. The
results show a subnucleolar localization of the exosome complex when its subunits are
expressed at endogenous levels, under control of their own promoters, fused to GFP.
Interestingly, the subunits Rrp6 and Rrp44 still localize to the nucleus when
overexpressed, whereas other exosome subunits, such as Rrp4l and Rrp43 show
strong signals in the cytoplasm when they are overexpressed in the same conditions.
Moreover, we could identify the putative nuclear localization signals of Rrp44, which
are recognized by the essential karyopherins Srpl and Kap95, the main karyopherins
affecting the nuclear transport of Rrp44. The results of this work show that the yeast
exosome is mainly localized to the nucleus and concentrated in the nucleolus, which

is particularly important for the functional study of this complex.

Keywords: Rrp44, Exosome, Localization, Nuclear transport.
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Introducéo

1. O Complexo Exossomo

O exossomo € um complexo multiproteico identificado inicialmente na levedura
Saccharomyces cerevisiae (Mitchell et al., 1997), que catalisa o processamento e a
degradacéao 3’-5’ de diferentes tipos de RNAs em diferentes compartimentos celulares
em todos os eucariotos estudados. O exossomo € bastante conservado, mantendo
sua similaridade desde levedura até humanos, com pequenas diferencas (Lingaraju

et al., 2020; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017).

1.1. Estrutura e Subunidades do Exossomo

O exossomo € um complexo multiproteico, composto por 10 subunidades no
citoplasma (core + Rrp44) e 11 subunidades no nucleo (core + Rrp44 + Rrp6). Esse
complexo possui um core, o qual € composto por um anel hexamérico de RNase PH
e um cap trimérico, localizado acima do anel (Januszyk and Lima, 2014; Wasmuth and
Lima, 2012). A maioria das subunidades do exossomo de levedura é chamada de
proteinas Rrp (ribossomal RNA processing), enquanto que em humanos, a maioria
das subunidades é denominada EXOSC (Exosome component) (Morton et al., 2018).

O anel de RNase PH no core do exossomo é formado por seis proteinas (Rrp41,
Rrp45, Rrp46, Rrp43, Mtr3 e Rrp42) e contém um canal central com o diametro exato
para acomodar um RNA de fita simples (Januszyk and Lima, 2014). Nenhuma das
proteinas do core possui atividade catalitica, entretanto, todas elas sdo essenciais
para célula e sdo de suma importancia para a coordenacéo da atividade catalitica das

subunidades Rrp44 e Rrp6. As subunidades do anel do exossomo sdao muito
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semelhantes as subunidades da RNase PH encontrada em bactérias, entretanto,
enquanto a RNase PH é cataliticamente ativa, o anel do exossomo ndo possuli
atividade catalitica. O cap, parte do core que se encontra em cima do anel, € composto
por 3 outras proteinas (Rrp40, Csl4 e Rrp4). As subunidades Rrp4 e Rrp40 possuem
dominios S1 e KH de interagdo com RNA, enquanto Csl4 possui apenas o dominio S1
(Januszyk and Lima, 2014; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017). A
subunidade Rrp6 é uma exonuclease com atividade hidrolitica distributiva e é descrita
como exclusivamente nuclear e ndo é essencial para a célula de levedura (Allmang et

al., 1999; Burkard and Butler, 2000; Zinder and Lima, 2017).

Core
(inativo)

Rrp46 Rrp45

ANA RNA

RNase PH-like
subunits

\fx. RNase PH-like PR
S \ subunits y

Figura 1. O complexo exossomo. A. Esquema do complexo exossomo, com suas subunidades
representadas em cores diferentes e identificadas. As subunidades Csl4, Rrp40 e Rrp4 compdem o
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cap, as subunidades Rrp43, Rrp46, Rrp45, Rrp4l, Rrp42 e Mtr3 compfem o anel de RNase PH, e as
subunidades Rrp6 e Rrp44 sdo as subunidades cataliticamente ativas do complexo, ligadas em lados
diferentes do core. B. Esquema da viséo lateral do exossomo, com o anel do complexo representado
em tons de azul, o cap, em tons alaranjados, Rrp6 em vermelho e Rrp44 em lilas. C. Estrutura do
complexo exossomo, mostrando a subunidade catalitica Rrp44 na parte inferior do core, e a subunidade
catalitica Rrp6 na parte superior do core (Makino et al., 2013).

1.1.1.A subunidade Rrp44

A subunidade cataliticamente ativa do exossomo Rrp44, esta presente tanto no
nacleo quanto no citoplasma. Rrp44 possui cinco dominios: um dominio N-terminal
Pilus-forming N-terminus (PIN), o qual conttm o sitio ativo da atividade
endonucleolitica; dois dominios cold-shock (CSD1 e CSD2); um dominio central com
atividade exonucleolitica (RNB); e um dominio S1 no seu C-terminal (Januszyk and
Lima, 2014; Wasmuth and Lima, 2012; Zinder and Lima, 2017).

A subunidade Rrp44 se liga a regido inferior do core do exossomo, sendo seus
dominios PIN e CSD1 os responsaveis pela interacdo direta de Rrp44 com as
subunidades Rrp41, Rrp45 e Rrp43. Quando Rrp44 se associa ao core do exossomo,
esta subunidade apresenta uma diminuicdo na sua ligacdo a RNAs e na sua atividade
exonucleolitica, mostrando a importancia do core do exossomo na regulacdo da
atividade de Rrp44 (Januszyk and Lima, 2014). Além disso, tanto a atividade
endonucleolitica quanto a atividade exonucleolitica dessa subunidade s&o
dependentes da integridade do canal central do exossomo, uma vez que mutacdes
gue levam a oclusédo do canal central acarretam na diminuicdo da ligacdo a RNAs e
da atividade RNase (Wasmuth and Lima, 2012).

Em levedura, existe apenas uma Rrp44, mas em outros eucariotos, existem duas
ou trés isoformas de Rrp44, com atividades diferentes e restritas a regibes

subcelulares diferentes. Em humanos, existem trés isoformas de Rrp44, as quais séo
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conhecidas como hDis3, hDis3L1 e hDis3L2. hDis3 e a hDis3L1 associam-se ao core
do exossomo e contém todos os cinco dominios observados em levedura, embora
hDis3L1 ndo apresente atividade endonucleolitica detectavel. hDis3L2 ndo possui o
dominio PIN e ndo interage com o core do exossomo (Januszyk and Lima, 2014;

Wasmuth and Lima, 2012).

1.2. Funcédo do Complexo Exossomo

O exossomo é um complexo com atividade endonucleolitica e exonucleolitica 3’-
5’, 0 qual exerce um papel chave na maquinaria de controle de qualidade de RNAs.
Esse complexo degrada varios tipos de RNAs, tanto no nucleo quanto no citoplasma,
e também é responsavel pela maturagado, na direcdo 3’-5’, de extremidades 3’ de
diversos precursores de diferentes tipos de RNAs (Houseley et al., 2006; Januszyk
and Lima, 2014).

O exossomo nuclear € responsavel pela maturacdo de RNAs e degradacédo de
precursores aberrantes de diversos tipos de RNAs, incluindo pre-mRNAs, pre-tRNAs
e pre-rRNAs. No nucleo, o exossomo esta envolvido na maturagdo 3’ de pequenos
RNAs nucleolares (snoRNAs), pequenos RNAs nucleares (SnRNAS), na formacéo do
RNA ribossomal 5.8S, na degradacgao da sequéncia espagadora 5’-ETS do pré-rRNA,
e no controle de qualidade dos rRNAs. No citoplasma, a Unica funcdo conhecida do
exossomo € o turnover, a partir da extremidade 3’, de mRNAs normais, regulando
seus niveis. O exossomo também €& capaz de degradar RNAs defeituosos,
participando de duas vias de degradacdo diferentes: nonsense-mediated decay
(NMD) e non-stop decay (Houseley et al., 2006; Zinder and Lima, 2017). O nonsense-
mediated decay € o processo pelo qual a célula destroi mRNAs cuja traducéo foi

prematuramente interrompida devido a presenca de um cédon nonsense na regiao
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codificadora. J4 a via de degradacéo non-stop decay € a via de degradacao de mRNAs
gue nao contém um codon de terminacdo da traducdo. O exossomo citoplasmético
também degrada os fragmentos 5’ de mRNA frutos da via de degradag&o no-go decay
(NGD) (Houseley et al., 2006), que tem como alvo mMRNAs nos quais a sintese de
proteina foi bloqueada devido a parada do ribossomo. Esses mRNAs séo clivados

endonucleoliticamente, e os produtos sédo degradados pelo exossomo e pela RNase

Xrnl (Harigaya and Parker, 2010).
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Figura 2. Diferentes fun¢gdes do complexo exossomo. O complexo exossomo esta presente
tanto no nucleo quanto no citoplasma dos eucariotos. Em ambos os compartimentos, o complexo
exerce diversas fungfes. No citoplasma, sua funcdo esta mais relacionada a vias de degradacéo de

RNAs. No nucleo, além da degradacao, o exossomo exerce funcdo na maturagdo de RNAs. (Lingaraju
et al., 2020).

Diversos tipos de RNAs sdo substrato do exossomo, por isSso, 0 eXx0Ssomo
depende de proteinas auxiliares que ajudam no reconhecimento dos possiveis RNAs

alvos. Essas proteinas que guiam o complexo sdo chamadas de cofatores do
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exossomo (Ogami et al., 2018). No nucleo, o principal cofator do exossomo é chamado
de complexo TRAMP (Trf-Air-Mtr4 polyadenylation complexes), o qual possui uma
helicase e uma poli-A polimerase na sua composi¢do, sendo responsavel pela
poliadenilagcdo de RNAs alvos, levando a sua degradacdo pelo exossomo. A adi¢ao
de uma cauda curta (~7 residuos) de poli-A aos RNAs alvo parece ser importante para
endereca-los ao exossomo, ademais a interacdo do complexo TRAMP com o
exossomo aumenta a eficiéncia da degradacéo (Houseley et al., 2006).

No citoplasma, todas as atividades conhecidas do exossomo requerem 0S mesmos
cofatores: o complexo Ski, composto pelas proteinas Ski2, Ski3 e Ski8; e a proteina
Ski7. A Ski2 € uma helicase homologa a Mtr4, ja Ski3 e Ski8 sdo homologas a outros
componentes do complexo TRAMP (Houseley et al.,, 2006). Ja4 a proteina Ski7 &
responsavel por mediar a interacdo do complexo Ski com o exossomo. O complexo
Ski contribui principalmente para o turnover de mRNAs e degradacdo de mRNAs
aberrantes (Zinder and Lima, 2017). O complexo Ski se liga ao exossomo via Ski7
para participar da degradagao de mRNAs 3’-5’, por meio da associagao com o aparato

de traducéao (Januszyk and Lima, 2014).

2. Maturacao do RNA ribossomal e o nucléolo

O ribossomo 80S de eucariotos € composto por duas subunidades desiguais, as
guais possuem juntas quatro rRNAs diferentes e por volta de 80 proteinas
ribossomais. A subunidade menor 40S possui o rRNA 18S e 33 proteinas ribossomais.
A subunidade maior 60S possui os rRNAs 25S/28S, 5.8S e 5S e, na maioria dos
eucariotos, 47 proteinas ribossomais. A montagem do ribossomo se inicia no nucléolo
da célula, aonde o DNA ribossomal é transcrito em um longo precursor pre-rRNA

(conhecido como 35S em levedura), no qual acontece a montagem ordenada de



28

proteinas ribossomais no pre-rRNA, e concomitantemente, 0o processamento em
espécies maduras do rRNA. As etapas seguintes da maturacdo do RNA ribossomal
acontecem no nucleo e é finalizado no citoplasma (Klinge and Woolford, 2019;
Kressler et al., 2017).

A maioria dos passos de maturagcdo do RNA ribossomal acontecem no nucléolo
(Klinge and Woolford, 2019; Kressler et al., 2017), o qual pode ser dividido em trés
subcompartimentos: o centro fibrilar (FC), o componente fibrilar denso (DFC) e
componente granular (GC). O subcompartimento FC contém o DNA ribossomal,
sendo a regido na qual é transcrito em RNA; o DFC é onde ocorre parte do
processamento do pre-rRNA; e o GC é o local no qual a particula pre-ribossomal
comeca a ser montada (Léger-Silvestre et al., 1999; Strom and Brangwynne, 2019).
Devido a resolugcdo dos microscopios, os primeiros dados obtidos acerca dos
subcompartimentos nucleolares foram em microscopios eletrénicos (Léger-Silvestre
et al., 1999; Strom and Brangwynne, 2019). Mais recentemente, com a evolucéo da
microscopia de fluorescéncia, alguns grupos conseguiram mostrar 0s
subcompartimentos nucleolares sobrepondo o sinal de fluorescéncia de proteinas de
diferentes estagios da sintese do rRNA. Esses grupos sugerem a existéncia de
diversas sub-regides, ou fases liquidas, que s&o imisciveis e por iSSo permanecem
separadas mesmo estando no mesmo subcompartimento do nucléolo (Feric et al.,

2016; Yao et al., 2019).

3. Funcdes alterativas associadas ao complexo exossomo

A contribuicdo do complexo exossomo na maturacdo do RNA ribossomal é
bastante estudada e bem estabelecida. Recentemente, foram descobertas diferentes

doencas relacionadas a mutagcdes em diferentes subunidades do complexo em
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humanos, e a hipétese de fun¢des individuais das subunidades comecou a ganhar
mais for¢a (Morton et al., 2018).

Mutagdes nas subunidades estruturais EXOSC3 (Rrp40) e EXOSCS8 (Rrp43) estéo
relacionadas a doenca hipoplasia pontocerebelar, e mutacbes na subunidade
EXOSC2 (Rrp4) parecem estar relacionadas a uma nova sindrome que afeta
diferentes tecidos. A maioria das mutacdes identificadas sdo mutacdes missense,
levando a uma alteracdo de um aminoacido conservado numa regido de sequéncias
evolutivamente conservadas (Morton et al., 2018). Um estudo recente mostrou que
mutacdes em EXOSC5 (Rrp46) também podem causar problemas cerebrais, atrasos
no desenvolvimento e fraqueza motora em recém nascidos (Slavotinek et al., 2020).

Ja a subunidade catalitica Dis3 (Rrp44), havia sido descrita inicialmente como
associada a separacao de cromossomo durante a mitose (Ohkura et al., 1988) e mais
tarde a promocéao da divisdo celular (Kinoshita et al., 1991). Esta subunidade vem
ganhando notoriedade por sua funcao na proliferacéao celular e por ter sido identificada
como um dos genes mais mutados em estudos gendmicos de mieloma multiplos
(Zinder and Lima, 2017). Um outro estudo mostrou que a outra subunidade catalitica
do complexo, Rrp6, também possui funcdo independente do exossomo. Desta vez
utilizando-se levedura como organismo de estudo, foi mostrado o papel de Rrp6 em
promover a sobrevivéncia durante o estresse por calor. Essa sua funcéo é descrita
como independente de sua atividade catalitica e de sua associacdo ao restante do
complexo, mas o mecanismo pelo qual Rrp6 deve agir ainda néo foi descoberto (Wang

et al., 2020).
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4. O transporte nuclear

O nucleo é o principal componente que define uma célula eucaridtica. Esse
compartimento é responsavel pela separacdo do material genético do restante da
célula (Wilson and Dawson, 2011). A separacdo da transcri¢cdo de genes da traducdo
de mRNAs em proteinas é um mecanismo poderoso quando se trata do controle da
expressao génica. Por outro lado, devido a separacdao fisica entre a transcricédo e a
traducdo, ha a necessidade da existéncia de um mecanismo de transporte eficaz, que
permita a passagem seletiva de proteinas e RNAs (Stewart, 2007).

O envelope nuclear € a barreira fisica pela qual os RNAs e proteinas precisam
atravessar para chegar aos seu compartimento de destino. O envelope nuclear &
composto por duas bicamadas fosfolipidicas, que se encontram somente em regides
especificas, as quais permitem a comunicacgao entre o citoplasma e o nucleo da célula
(Stewart, 2007).

Os portais que permitem a passagem de moléculas entre o nlcleo e o citoplasma
sdo chamados de complexo do poro nuclear (NPC). Os NPC sao transportadores
bidirecionais, altamente seletivos que permitem a passagem de diversos tipos de
moléculas (Wente and Rout, 2010).

Em levedura, o NPC tem por volta de 66MDa, e permite a passagem de duas
principais maneiras: por difusdo ou por translocacao facilitada. Um dos fatores que
influenciam a seletividade do poro nuclear é o tamanho das moléculas a serem
transportadas. Em condicdes fisioldgicas, macromoléculas maiores que ~40kDa ndo
sdo capazes de difundir para o ndcleo. Inversamente, ions metélicos, pequenos
metabolitos e moléculas mais leves que ~40kDa em massa ou ~5nm em diametro

conseguem atravessar o poro nuclear relativamente livres (Wendler and Enenkel,

2019; Wente and Rout, 2010).
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A estrutura do complexo do poro nuclear é bastante conservada, sendo que em
levedura, esse complexo tem aproximadamente 100nm de diametro e 40nm de
comprimento. O core do NPC consiste de um cilindro simétrico, perpendicular ao
envelope nuclear, composto por diferentes anéis os quais permitem que o NPC se
ancore firmemente ao envelope nuclear. No interior dos anéis do NPC reside o canal
central, com 40nm de diametro, através do qual todo o trafico nucleo-citoplasmético
acontece (Aitchison and Rout, 2012).

As proteinas que comp8em e permanecem no core do complexo do poro nuclear
séo conhecidas como nucleoporinas (Nups) (Wente and Rout, 2010). Um subconjunto
de nucleoporinas conhecidas como FG-nucleoporinas, as quais contém repeticdes de
sequéncias dos aminoéacidos fenilalanina e glicina, sdo importantes tanto para o
movimento através do NPC quanto para a exclusdo de outras macromoléculas do
canal central do NPC. As FG-nucleoporinas (FG-Nups) contém de 20 a 30 dessas
repeticdes FG, separadas por sequéncias de residuos hidrofilicos (Aitchison and Rout,
2012; Wente and Rout, 2010). Essas repeticdes, encontradas tanto nas faces
citoplasmatica e nuclear do NPC, quanto no interior do seu canal central (Aitchison
and Rout, 2012), caracterizam regifes intrinsicamente desordenadas (IDRs) das FG-
Nups. Por possuirem IDRs, essas nucleoporinas acabam formando uma malha por
meio das interacfes hidrofobicas das suas repeticdes de fenilalanina. Essa malha
assemelha-se a um hidrogel, que preenche o canal do poro nuclear (Wente and Rout,
2010; Yoshimura and Hirano, 2016). As cadeias laterais da fenilalanina das repeticdes
FG sao capazes de se ligar as cavidades hidrofébicas encontradas na superficie de
proteinas que mediam o transporte nuclear. Essa interacdo € fraca, e portanto,
suficientemente transiente para permitir um transporte rapido do complexo proteina-

carreadora:proteina-carga através do poro (Stewart, 2007).
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Para superar a barreira de permeabilidade imposto pelo poro nuclear,
moléculas maiores interagem com fatores de transporte sollveis, permitindo sua
importacao para o nucleo. De forma geral, NPC séo capazes de transportar cargas de
até 39 nm de didametro. Macromoléculas maiores ainda podem ser translocadas
através do NPC, como mRNPs (MRNAs acoplados as proteinas), que podem chegar
a algumas milhares de centenas de daltons (Aitchison and Rout, 2012; Wente and
Rout, 2010).

O proteassoma € um exemplo de um complexo multiproteico, contendo 40
subunidades, que precisa ser transportado através do poro nuclear. Quando as
células de levedura se encontram na fase exponencial, o proteassoma encontra-se no
nucleo da célula. Durante longos periodos quiescentes, nos quais 0s niveis de ATP
declinam muito devido a falta de nutrientes, a holoenzima & desassociada e levada
para o citoplasma (Wendler and Enenkel, 2019).

As teorias vigentes sobre o transporte nuclear do proteassoma sugerem que a
exportacdo do complexo seja feita com ele desmontado em 19S RP (complexo
regulatério) e 20S CP (particula do core), ou até em subcomplexos menores. O
mecanismo de exportacdo do proteassoma permanece desconhecido. Ja no
citoplasma, os dois subcomplexos se agregam e permanecem armazenados nos
Granulos de armazenamento do proteassoma (PSGs) (Wendler and Enenkel, 2019).
Quando a célula deixa o estado quiescente, 0 proteassoma precisa ser transportado
para o nucleo novamente. Acredita-se que o complexo possa ser importado em
subcomplexos ou até inteiro. E possivel que a holoenzima seja transportada inteira
uma vez que, apesar do proteassoma ter 45nm de comprimento, ele possui 15nm de
didmetro, o que permitiria sua passagem através do poro nuclear (Synowsky et al.,

2009; Wendler and Enenkel, 2019).
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4.1. Carioferinas: as proteinas responséaveis pelo transporte

nuclear

Existem diferentes vias pelas quais uma proteina pode ser importada para o
nacleo, mas todas elas possuem as mesmas caracteristicas: a proteina responsavel
pelo transporte reconhece sua proteina carga no citoplasma, elas sédo translocadas
para o nucleo através do poro nuclear, e a proteina carga €, entéo, liberada no nucleo.

O grupo de proteinas solaveis que facilita esse movimento entre nulcleo e
citoplasma € chamado de carioferinas (kaps), sendo as importinas as responsaveis
pela importacdo nuclear, e as exportinas, pela exportacdo (Fiserova and Goldberg,
2010; Lange et al., 2007). As proteinas enderecadas ao nucleo sédo reconhecidas
pelas importinas por meio do seu sinal de localizacdo nuclear (NLS) (Stewart, 2007).

A via classica/canbnica € a via de importacdo nuclear mais bem caracterizada
(Lange et al., 2007), sendo capaz de transportar entre cem a mil cargas por minuto
por NPC (Stewart, 2007). Essa via tem como proteinas responsaveis pelo transporte
nuclear um heterodimero de carioferinas que é capaz de reconhecer a proteina carga
e leva-la para o ndcleo. Esse heterodimero € composto por uma carioferina a e uma
carioferina 3.

As carioferinas a sdo conservadas em todos os eucariotos (Tewari et al., 2010).
Essas carioferinas sdo compostas por uma série de sequéncia Armadillo (ARM),
fazendo com a que proteina tenha uma forma céncava. Na parte interna da superficie
cbncava, encontra-se uma matriz rica em triptofano, acido aspartico e acido glutamico,
gue compdem o sitio de ligacdo ao sinal de enderecamento presente nas proteinas
carga (Stewart, 2007). O N-terminal das importinas a contém o dominio de ligacdo a

importina B (dominio IBB), responsavel por essa ligacdo. O dominio IBB contém um
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cluster de residuos basicos similar a um sinal de enderecamento para o nucleo, e que
pode se ligar ao sitio de ligacdo a NLS. Portanto, além de conectar a importina a a
importina 3, o dominio IBB tem uma fung¢ao autorregulatéria, pois quando né&o ligado
a importina 3, compete com a proteina carga pelo sitio de ligagdo ao NLS da prépria
importina a, ajudando na liberacdo da proteina carga (Stewart, 2007). A levedura
Saccharomyces cerevisiae contém somente uma carioferina a, a importina Srp1 (Yano
et al., 1994).

As carioferinas B sdo as que mais contribuem para o transporte nuclear. Em
levedura, existem 14 membros da familia de carioferinas 3, as quais mediam o
transporte ou para dentro ou para fora do nucleo. Apenas a carioferina Msn5 é capaz
de realizar ambos, importacdo e exportacdo (Chook and Suel, 2011; Fiserova and
Goldberg, 2010; Soniat and Chook, 2015). As carioferinas  s&o compostas quase
gue inteiramente por repeticbes HEAT, cada uma formada por duas hélices
antiparalelas, A e B, que formam um hairpin helicoidal (Andrade et al., 2001; Soniat
and Chook, 2015). A matriz das hélices anfifilicas das repeticbes HEATs esta
organizada por interacdes hidrofobicas fracas, isso confere propriedade flexivel e
elastica as repeticbes HEATS, permitindo grandes mudancgas conformacionais por
interacdo com outras proteinas (Andrade et al., 2001; Yoshimura and Hirano, 2016).
Durante o transporte nuclear, as carioferinas  sdo capazes de interagir fracamente
com as repeticdes FG das proteinas do NPC. Dessa forma, as carioferinas conseguem
romper a interacdo hidrofébica entre as nucleoporinas, abrindo a malha presente no
interior do NPC (Yoshimura and Hirano, 2016). Essas carioferinas também séo
capazes de interagir com a RanGTP, que controla a direcéo do transporte (Soniat and

Chook, 2015). A maioria das carioferinas B € capaz de reconhecer diretamente alguns
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NLSs e transportar a proteina carga para o nucleo, independente da carioferina q,
numa via de transporte alternativa (Chook and Suel, 2011).

Considerando o numero de proteinas transportadoras presente numa célula e o
namero de proteinas nucleares, é plausivel o fato de que as carioferinas sao capazes
de reconhecer mais de um alvo, e também mais de um sinal de enderecamento
nuclear. Mas isso acontece também com as proteinas cargas, que podem ser
reconhecidas por mais de uma carioferina, como no caso das histonas, que séo

transportadas por diversas importinas (Fiserova and Goldberg, 2010).

4.2. O mecanismo de transporte nuclear

O inicio da via classica de transporte nuclear é caracterizado pela ligacdo da
proteina carga ao heterodimero carioferina a — carioferina 3, sendo a carioferina a a
responsavel por reconhecer o cNLS presente na proteina carga. Essas trés proteinas
sdo, entdo, transportadas para o ndcleo através do poro nuclear. Dentro do nucleo,
RanGTP se liga a importina B causando uma mudanga conformacional na proteina,
forcando a dissociacdo das carioferinas a e B. Uma vez que o heterodimero é
separado, o dominio IBB da carioferina a, que conectava essa a carioferina 3, comeca
a competir com a proteina carga pelo seu proprio sitio de ligagdo ao NLS, facilitando
a liberacdo da proteina carga por meio de um mecanismo auto inibitério (Stewart,
2007).

Depois do complexo de importacdo ser desmontado, as importinas precisam ser
transportadas novamente para o citoplasma. A carioferina B é reciclada complexada
ao RanGTP, enquanto a importina a é transportada ativamente pela CAS (Cse1 em
S. cerevisiae) complexada ao RanGTP (Wente and Rout, 2010). A proteina CAS é

estruturalmente muito semelhante a importina 3, e € conhecida como Kap109. Para
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gue haja a formacédo do complexo de exportacdo da carioferina a é crucial que o
dominio IBB esteja ligado ao sitio de ligagdo ao NLS da importina a, ou seja, que a
proteina carga tenha sido liberada no nucleo, evitando assim, que a importina a
retorne ao citoplasma ainda ligada a proteina carga (Stewart, 2007).

Uma vez que a importina B:RanGTP e CAS:RanGTP:importina a encontram-se no
citoplasma, a RanGAP (junto com a proteina acesséria RanBP1, que remove a
RanGTP da importina ) estimula a hidrélise do GTP, liberando as importinas para um

novo ciclo (Stewart, 2007).
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Figura 3. Esquema representativo da via classica de transporte nuclear. A carioferina q,
responsavel pelo reconhecimento do NLS classico esta representada e verde; a carioferina B, que se
liga a carioferina a interagindo com o seu dominio IBB, esta representada em rosa; e a proteina carga
esta representada em vinho. A carioferina a, ligada a carioferina 8, reconhece o NLS na proteina carga.
O trimero é transportado para o ndcleo, onde a RanGTP se liga a carioferina (3, liberando-a. A
carioferina a se solta da proteina carga, liberando a proteina carga no nucleo. A carioferina a se liga a
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uma outra carioferina B (Csel em levedura), sendo transportada de volta para o citoplasma. No
citoplasma, a hidrélise do GTP (auxiliado pela RanGAP), libera as carioferinas para um novo ciclo de
importagéo nuclear.

A RanGTP é a responsavel pelo direcionamento do transporte nuclear. Essa
proteina se encontra cem vezes mais concentrada no nucleo quando comparada ao
citoplasma. A diferenca de concentracdes acontece pois a RanGAP, responsavel pela
hidrélise do GTP, é uma proteina citoplasmatica, enquanto a RanGEF RCC1,
responsavel pela troca do GDP pelo GTP, encontra-se no nucleo (Kim et al., 2017).

Além da forma classica de transporte nuclear, a carioferina g também é capaz de
reconhecer NLS e interagir diretamente com a proteina carga. Essa forma de
transporte nuclear é entdo, uma via alternativa a via classica, e é a forma pela qual a
maior parte das carioferinas B realizam o transporte. O que difere por qual via e qual
carioferina sera a responsavel pelo transporte nuclear de determinada proteina € o

seu sinal de localizacdo nuclear.

4.3. Sinal de localizacado nuclear

O primeiro passo para o transporte nuclear € a diferenciacdo entre as proteinas
gue devem ser transportadas para 0 nucleo das que devem permanecer no
citoplasma. As carioferinas sdo capazes de reconhecer as proteinas enderecadas ao
nucleo por meio do Sinal de Localizacdo Nuclear (NLS) presente na sequéncia destas
(Lange et al., 2007).

Os NLS classicos (cNLS) sdo assim chamados pois sdo reconhecidos pela
carioferina a, sendo importados ao nucleo pela via classica de transporte nuclear.
Esses NLS sdo compostos por um (monopartido) ou dois (bipartido) trechos bésicos,
ricos em lisinas (K) e argininas (R). A sequéncia dos NLSs monopartidos é curta (5-7

residuos) e bastante basico (Kim et al., 2017; Lange et al., 2007; Marfori et al., 2011).
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A natureza compacta e polar desses NLSs pode favorecer a sua localizagcdo na
superficie de loops, onde o sinal é acessivel (Chook and Suel, 2011).

Diferente dos NLS classicos, os PY-NLS possuem uma estrutura maior e mais
variagdbes na sua sequéncia, mesmo assim, as carioferinas B sdo capazes de
reconhecer diretamente esses NLSs por meio de multiplas interacdes fracas. Os PY-
NLS sdo compostos por um motivo RX2.sPY no seu C-terminal e motivos bésicos no
seu N-terminal, variando de proteina para proteina. Normalmente, os PY-NLS sé&o
levados para o nucleo pela carioferina 3 Kap104 (S. cerevisiae) ou Kap2 (humanos)
(Chook and Suel, 2011; Kim et al., 2017; Soniat and Chook, 2015). Kap104 é uma
carioferina ndo essencial em levedura e, aléem de ser importante para os PY-NLS, é
capaz de importar outras proteinas as quais ndo possuem as caracteristicas de um
PY-NLS (Soniat and Chook, 2015).

Os NLSs ricos em lisina sdo NLS n&o muito longos (menores que 25 aminoacidos),
mais complexos e mais diversos que 0os NLSs classicos. Apesar dos varios NLSs ja
identificados, ndo foi possivel identificar uma sequéncia consenso. Os NLS ricos em
lisinas s&o reconhecidos pela carioferina 3 essencial Kap121 ou pela carioferina B nao
essencial Kap123. As duas carioferinas sao responsaveis pelo transporte de diversas
proteinas ribossomais e das histonas H3 e H4, uma servindo de rota alternativa ao
transporte realizado pela outra (Chook and Suel, 2011).

Algumas outras carioferinas 3 sdo conhecidas por transportarem diretamente suas
proteinas-carga, mas pouco se sabe sobre os NLSs das proteinas carga. Esse é o
caso da carioferina Kap108 ou Sxm1, que também auxilia na importacéo das proteinas
ribossomais; e da Kapl14, que media a importacao das histonas H2A e H2B, fatores

de transcricdo TBP (TATA- binding protein) e TFIIB (Chook and Suel, 2011).
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5. Localizagdo do Complexo Exossomo

Na levedura S. cerevisiae, 0 exossomo € um complexo tanto nuclear quanto
citoplasmético, tendo uma das subunidades cataliticas, Rrp6, como subunidade
exclusivamente nuclear (Kilchert et al., 2016).

Os primeiros estudos de localizacdo do exossomo foram feitos em S. cerevisiae,
utilizando-se algumas subunidades do complexo. No ano de 1999, dois grupos
diferentes publicaram artigos avaliando a localizacdo do exossomo. Zanchin et al.
mostrou por meio de experimentos de microscopia utilizando GFP-Rrp43
superexpressa, que essa subunidade estava concentrada no nucleo da célula, mas
também presente no citoplasma (Zanchin and Goldfarb, 1999). J4 Allmang et al.
analisaram a localizacdo das subunidades Rrp4 e Rrp6 superexpressas atraves de
imunolocalizagdo. Os resultados mostraram que o sinal proveniente de Rrp6 era
nuclear, enquanto que Rrp4 apresentava um sinal nuclear, mas também estava
presente no citoplasma. Experimentos de coimunoprecipitacdo usando ProtA-Rrp4
corroboraram aqueles resultados, mostrando dois complexos: um nuclear, com Rrp6,

e outro citoplasmatico, sem Rrp6 (Allmang et al., 1999).

Rrpa4 Canal central

>

// Canal central
¥

. "

~13 nm
= ~8 nm

Figura 4. O tamanho do complexo exossomo. A estrutura apresentada acima foi retirada do PDB

(Protein Data Bank — 5G06), e medida a partir do programa pymol. O exossomo possui por volta de 13
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nm de altura (considerando a subunidade Rrp44), e 8 nm de largura, o que permitiria a passagem do

complexo montado pelo poro nuclear. https://www.rcsb.org/structure/5G06.

A localizacdo do complexo exossomo também foi avaliada em Drosophila
melanogaster (Graham et al., 2006), organismo no qual a imunolocalizacdo das
subunidades do exossomo foi feita de duas maneiras: por meio de anticorpos
especificos contra as subunidades do complexo expressas em condi¢cdes enddgenas,
e por meio de anticorpo anti-FLAG para as subunidades fusionada ao FLAG no seu
C-terminal, sob controle de um promotor induzivel. No caso de D. melanogaster, os
fendtipos observados para as subunidades do exossomo variam bastante de acordo
com a subunidade. Algumas subunidades, como Mtr3 e Rrp40, foram observadas no
citoplasma da célula e ao redor do nucleo. Outras subunidades, como Rrp46, Rrp4,
Rrp42 e Csl4, encontravam-se no citoplasma, mas também em granulos. As
subunidades Rrp44 e Rrp41l apresentaram localiza¢fes restritas, ou no citoplasma ou
no nucleo, sendo Rrp44 predominantemente nuclear e Rrp4l predominantemente
citoplasmatica. A subunidade Rrp6 encontrava-se enriquecida no nucléolo e no
nucleo, mas nao no citoplasma (Graham et al., 2006).

Em um outro trabalho usando D. melanogaster como modelo, analisou-se
localizagéo da subunidade Rrp44 (dDIS3). Este estudo avaliou a localizacédo de Rrp44
full-length e mutantes de delecao, fusionados ao FLAG no seu C-terminal, sob controle
de um promotor induzivel. A subunidade full-length apresentou um fendtipo
predominantemente nuclear (90% das células), enquanto os mutantes de dele¢do sem
seu C-terminal mostraram um fenotipo predominantemente citoplasmatico. Ademais,
mutantes de dele¢édo do N-terminal de dDIS3 também mostraram que essa regido é
importante para localizagdo nuclear desta proteina, mostrando que a localizagédo desta

subunidade € baseada num balanco entre seu N-terminal (abrangendo uma regido um


https://www.rcsb.org/structure/5G06
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pouco maior que seu dominio PIN) e seu C-terminal (um porcao de 54 aminoacidos,
localizada apds o dominio S1) (Mamolen et al., 2010).

Os estudos em D. melanogaster levantam pontos interessantes sobre a existéncia
de subcomplexos e fungdes restritas as subunidades, as quais poderiam estar agindo
individualmente. Para entender um pouco mais da dinamica de interacdo do
complexo, Hernandez et al. (2006) avaliou a composicdo do exossomo de levedura
por meio de experimentos de espectrometria de massa, fazendo uso de agentes
desnaturantes para testar a forgca de interagdo do complexo. O exossomo de levedura
€ encontrado, principalmente, na forma montada, ou seja, as 10 subunidades podem
ser recuperadas juntas numa proporcao 1:1. Entretanto, quando testadas as forcas de
interacdo entre as subunidades, € possivel observar subcomplexos como os dimeros
Rrp42:Mtr3, Rrp41:Rrp45 e Rrp43:Rrp46. Alguns outros subcomplexos, como
Rrp45:Rrp46, Rrp41:Rrp40:Rrp45:Rrp46, Rrp40:Rrp45, Csl4:Rrp43 e
Casl4:Rrp43:Mtr3 também foram encontrados, o que ajudou na montagem do mapa
de interacdo das subunidades do exossomo (Hernandez et al., 2006). Mesmo sendo
um complexo grande, 0 exossomo poderia ser transportado para o ndcleo ja montado,
uma vez gque gque o poro nuclear permite a passagem de complexos até 39 nm e o
exossomo tem 13 nm (Fig. 4).

Em células humanas, Rrp44 ou hDis3 é majoritariamente nuclear, mas pouco
presente no nucléolo, ademais a presenca dessa subunidade no citoplasma néo é
descartada. hDis3 possui duas outras isoformas encontradas em alguns outros
eucariotos, hDis3L1 e hDis3L2, as quais sdo descritas como presentes
exclusivamente no citoplasma da célula. Além disso, ao contrario do que € observado
para hDis3, a outra subunidade catalitica hRrp6 possui uma localizacdo nuclear e

enriquecida no nucléolo. Além disso, existe a possibilidade da presenca de hRrp6 no
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citoplasma das células humanas, uma vez que foi observado um sinal fraco de hRrp6

nesse compartimento (Tomecki et al., 2010).

A. B
@ Emcf“"
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Nt PPV WP
' P ZCCHCT/8
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Exo9 455> Triars S _RRPs  Nucleolus ~
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Bxoo Exoo DIS3 RBM7 (. MTR4
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. { / ZFCaHh (NEXT)
- P
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Ski7 (Ski Complex) ) Dis3L2
SKI7
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Figura 5. Localizacdo do complexo exossomo e de seus cofatores nos diferentes
compartimentos celulares. A localizacdo do core do exossomo (rosa) e de suas subunidades
cataliticas esta ilustrado na figura. A localizacdo dos cofatores do exossomo também esta ilustrado
acima, dentre eles, o complexo TRAMP no nucleo e o complexo SKI no citoplasma. A. Em levedura, o
exossomo é descrito como presente no nucleo e no citoplasma, sendo Rrp6 a Unica subunidade
exclusivamente nuclear. O core e a subunidade Rrp44 estéo presentes em ambos 0s compartimentos.
B. Em humanos, A subunidade catalitica Rrp6 esta presente por todo o nlcleo, enquanto a subunidade
Dis3 (ou Rrp44) esta exclusivamente no nucleoplasma. No citoplasma, as células humanas possuem
duas isoformas de Dis3, uma chamada de Dis3L1, que se liga ao exossomo; a outra chamada de
Dis3L2, a qual ndo se liga ao complexo. Imagem retirada de (Januszyk and Lima, 2014).

Recentemente, identificamos que a regido N-terminal da subunidade Rrp6 do
exossomo de S. cerevisiae é importante para seu transporte nuclear, assim como seu
C-terminal, o qual contém a sequéncia NLS classica. Além disso, Rrp6 é capaz de
interagir com as carioferinas Srpl e Kap95, e sua localizacao € afetada em mutantes
condicionais dessas importinas, e no mutante de delecdo da carioferina Sxml
(Gonzales-Zubiate et al., 2017). Contudo, ainda pouco é conhecido a respeito do

transporte nuclear e da localizagdo do complexo exossomo. Esses dados sao

relevantes para o melhor entendimento da montagem e da regulacédo de um complexo
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essencial para as células, conservado em diversos organismos. Além disso, o
entendimento do mecanismo de transporte do exossomo € importante porque o
complexo tem como sua principal funcao a maturacédo do RNA ribossomal no nucléolo,
0 que é enfatizado pelos dados apresentados. Neste trabalho, focamos o estudo na
localizagdo subcelular de Rrp44 e na identificacdo dos mecanismos de transporte
nuclear desta subunidade do exossomo. A elucidagdo dos mecanismos de transporte
do exossomo ajuda a entender a regulagdo e montagem do complexo, e
possivelmente poderd auxiliar no descobrimento de funcdes alternativas de
subunidades especificas e na elucidacdo de mecanismo de doencas encontradas em

humanos.
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Objetivo Geral

Estudar os mecanismos de transporte da subunidade do exossomo Rrp44 em
Saccharomyces cerevisiae, e analisar o transporte das outras subunidades do

exossomo na auséncia das subunidades Rrp6 e Rrp44.

Objetivos Especificos

Definir a regido de Rrp44 importante para o seu transporte nuclear por meio da

construcdo de mutantes de delecédo de Rrp44;

e Identificar e testar possiveis sequéncias NLS de Rrp44;

e Identificar as carioferinas responsaveis pelo transporte de Rrp44 para o nucleo,
por meio da analise da localizacado de GFP-Rrp44 em mutantes de carioferinas;

e Analisar a localizacdo de outras subunidades do exossomo nos mutantes de

delecdo de Rrp44 e Rrp6 para determinar se estas subunidades estdo

envolvidas no transporte do complexo para o nucleo.
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Construcédo de plasmideos

45

Os oligonucleotideos listados na tabela abaixo foram utilizados para clonagem

plasmidial e genémica, e também para a checagem das clonagens.

NO

10

11

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste estudo

Nome

P187A-
Y188A
GP for

P187A-
Y188A
GP
reverse

seq
NLS
central
rev

RRP44-
Speb-
puG34

p44-
EcoRlI-
218rev

p44-
Spel-
236for

p44-
EcoRlI-
475rev

p44-
Spel-
475for

EcoRlI-
p44-
985rev

RRP44-
Eco3-
puUG34

Sp6

Sequéncia

5-GCTGCTGACATAAACGTCGTTCTTGTTAC-3'

5'-
GTTTATGTCAGCAGCTTTCAAGTGCTCACTATA
CCATTG -3

5-AGCTTTTTCGCATGTAGGGC-3'

5'-
AAAACTAGTATGTCAGTTCCCGCTATCGCCCCC
-3

5'-
GAATTCTTACAAGCTCTTGGTTATTATATTGGA
CTCC-3

5-ACTAGTCCTCAAATGGATTCTTTTGATAAAG-
3!

5'-
GAATTCTTATTCAATTGTACCGAGGTCTCTCAC-
3!

5-ACTAGTGAATCTGCTCAAGCTGAAACAG-3'

5'-AAAGAATTCCGACCTAACTTGAACTTCGACC-
3!

5-AAAGAATTCCTATTTTAACAATAATTCTGCC-3'

5-TATTTAGGTGACACTATAG-3’

Referéncia

Este estudo

Este estudo

Este estudo

(Okuda et al., 2020)

Este estudo

Este estudo

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

Promega
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13

14

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

T7

XhoAnt
esXYZr
ev

XhoDep
0isXYZf
or

F2_cor
e

R1_cor
e

Rrp41-
Checku
p
Rrp41-
Checkd
own

Rrp43-
Checku
p

Rrp43-
Checkd
own

O_
R1_RP
A190

O_
F2_RP
A190

O_
Check-
DIS3-
up

O_
Check-

DIS3-
do

CD147

CD148

F2 Dis

5-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5'-AAACTCGAGGGTGGTATTGGAAGAGGACTC-
3

5
AAACTCGAGGCACCAAGTTCTGTTGATCCAC-3'

5-TCGATGAATTCGAGCTCGTT-3'

5-GGTCGACGGATCCCCGGGTT-3'

5-CTACCCCATTATTAGATACCAATTCA-3'

5'-CCAAAATGTAACGCACTTAAGGAGA-3'

5-GGAGTTAGACCCCGAATGCCAATTAC-3'

5-GTTAACGTTGACTTGAAAAACGTTC-3'

5'-
CTTTTCTTCTGACCTTCTCCTTCAAATAAACTAA
TATTAAATCGTAATAATTATGGGACCTTTTGCCT
GCTTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC-3

5'-
ATTGTGGTGGGTAAATTGAACAATGTTGGTACG
GGTTCATTTGATGTGTTAGCAAAGGTTCCAAAT
GCGGCTCGGATCCCCGGGTTAATTAA-3'

5'-
CAGGTGCCATTGGGTATGAACCCCTAAGTTTG
AC-3'

5'-
GGTTTAGTGGTAAAATCCAACGTTGCCATCGTT
G-3

5-GAGCATGATATTGCATATAGC-3'

5-CAGTAACCTTTTGCCAATGGCC-3'

5'-
CGATAAGGTCGAAGTTCAAGTTAGGTCGGTGA
TGGATCCAATTACTAGCAAGCGTAAGGCAGAA
TTATTGTTAAAACGGATCCCCGGGTTAATTAA-3'

Promega

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

Sung et al., 2008

Sung et al., 2008

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Darriéere et al., 2019

Darriéere et al., 2020

Este estudo

Este estudo

Dez & Gadal, nao

publicado

Dez & Gadal, nao
publicado

Dez & Gadal, nao
publicado

46
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30 R1 Dis 5- Dez & Gadal, néao
3 ATTGACTACTTTACGATGTGTTTTATATATGAGT publicado
TATGAATTCCTTTTCGTTTTTATATCCTGATACT
GAAGCATCTTCCATGAATTCGAGCTCGTTTAAA
C-3

Para construcdo dos plasmideos deste estudo, dois métodos foram
empregados. Na construgcdo dos mutantes de delecdo, primeiro o fragmento de
interesse foi amplificado por PCR com o par de primers correspondente, usando como
molde o plasmideo pUG34-Rrp44. A reacéo de PCR foi feita utilizando-se a enzima
GoTaq DNA Polymerase (Promega). O fragmento foi, entdo, clonado no vetor pGEMT-
easy (Promega). O plasmideo foi clivado com as enzimas de restricdo EcoRI e Spel,
o fragmento purificado do gel de agarose por meio do Kit QIAquick Gel Extraction
(QIAGEN) e clonado no plasmideo pUG34.

No caso do mutante pontual Rrp44(pis7a-vissa), 0 plasmideo pUG34-Rrp44 foi
amplificado utilizando primers contendo as duas mutacdes pontuais desejadas. O
PCR foi feito com o kit CloneAmp HiFi PCR Premix (Takara). O plasmideo foi
circularizado por recombinacédo, e transformado segundo as especificacdes do In-

Fusion Cloning kit (Takara).

Tabela 2. Plasmideos usados neste estudo

Nome Caracteristicas/marcas Referéncia
pFA6-mCherry-HIS3  HIS3, integrative, C-term mCherry (Bachellier-Bassi et al., 2008)
pFA6-GFP(S65T)- URAS, integrative, C-term GFP (Sung et al., 2008)

KIURA3

pRS305-Nup57- LEU2, integrative, Nup57-RFP (Okuda et al., 2020)

tDimer

pFA6a-mCherry- URAS, integrative, C-term mCherry (Gadal, O., ndo publicado)

KIURA3



pUN-GFP-Nop1

pUN100-mcherry-
Nop1l

pUG34
pUG34-Rrp6

pUG34-Rrp41
pUG34-Rrp43
pUG34-Rrp44
pUG34-rrp44(1-985)
pUG34-rrp44A(364-

407)

pUG34-rrp44(1-
363)(408-985)

pUG34-rrp44(1-218)

pUG34-rrp44(263-
475)

pUG34-rrp44(1-475)

pUG34-rrp44(475-
1001)

YCplac33-RRP44
YCplac33-SRP1
YCplac33-KAP95
pGEX
pET28-KAP95
pET29-SRP1
pGEX-RRP44
pGEMT-easy

LEU2, CEN/ARS, GFP-NOP1

LEU2, CEN/ARS, mCherry-NOP1

HIS3, CEN/ARS, PMET25::)yEGFP3

HIS3, CEN/ARS, PMET25::
RRP6

HIS3, CEN/ARS, PMET25::
RRP41

HIS3, CEN/ARS, PMET25::
RRP43

HIS3, CEN/ARS, PMET25::
RRP44

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44[1-985]

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44A[364-407]

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44A[364-407]

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44[1-218]

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44[263-475]

HIS3, CEN/ARS, PMET25:
rrp44[1-475]

HIS3, ARS/CEN6/ PMETZ25:

rrp44[475-1001]

yEGFP3-

yEGFP3-

yEGFP3-

yEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

'YEGFP3-

URA3,ARS/CEN/PGAL1::ProtA-RP44
GAL1::ProtA-SRP1, URA3, CEN4
GAL1::ProtA-KAP95, URAS, CEN4

GST/ lacl, AmpR
His::KAP95, KanR
His::SRP1, KanR
GST::RRP44, AmpR
lacZ, AmpR
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(Hellmuth et al., 1998)
(Berger et al., 2008)

(Niedenthal et al., 1996)
(Gonzales-Zubiate et al., 2017)

(Okuda et al., 2020)

((Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

(Okuda et al., 2020)

Este estudo

Este estudo

Este estudo

Este estudo

((Okuda et al., 2020)

(Gonzales-Zubiate et al., 2017)
(Gonzales-Zubiate et al., 2017)
(Gonzales-Zubiate et al., 2017)
(Gonzales-Zubiate et al., 2017)
(Gonzales-Zubiate et al., 2017)
(Bagatelli et al., ndo publicado)

Promega
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Cepas de Escherichia coli e condi¢cdes de crescimento utilizadas

neste trabalho.

As cepas de E. coli utilizadas como intermedidrias de clonagem para
construcédo de mutantes e para ensaios de interacdo proteica estéo listadas na tabela
3. As cepas bacterianas foram manipuladas de acordo com os protocolos descritos

por Sambrook et al., 1989.

Tabela 3. Lista de cepas de Escherichia coli

Cepa Genétipo Referéncia
SupE44AlacU163
(p80LacZAM15)
DHSa hsdR17recAl endAl gyrA96 Hanahan, 1983
thil relAl

E. coli B F-ompT hsdS
(rg~mg~) dem* Tet" galA
(DE3) endA Hte [argU ileY

leuW Cam™]

BL21 CodonPlus (DE3)-RIL Stratagene

O cultivo das cepas bacterianas DH5a e BL21 (DE3) foi feito em meio LB ou
2YT e suplementadas com os antibioticos ampicilina (Amp), cloranfenicol (CHL) e

canamicina (Kan), de acordo com a selecao requerida.

Tabela 4. Meios de cultura bacteriana

Meio Composicéao
LB 1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; 2% &gar
2YT 1,6% triptona; 1% extrato de levedura; 1% NaCl

Suplementacao

Ampicilina 100 pg/mL
Cloranfenicol 50 pg/mL
Canamicina 20 pg/mL

IPTG 0,5mM
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Transformacgéao de células competentes (DH5a).

Adicionamos aproximadamente 400 ng de DNA proveniente de reacédo de
ligacdo ou por volta de 10 ng de DNA plasmidial a 100 ul de suspensédo de células
competentes. Em seguida, foram adicionados 80 pl de tampéao de transformacéo (0,1
M KCI; 0,03 M CaCly; 0,05 M MgCl, e 7% PEG) e a transformacao foi incubada 30
minutos no gelo. As células foram submetidas a um choque térmico por incubacéo a
temperatura ambiente por 10 minutos (25°C). Apds o choque térmico, foi adicionado
1 ml de meio LB, e as células foram incubadas por 1 hora a 37°C. As células foram
coletadas por centrifugacédo a 12000 rpm por 1 minuto, resuspendidas em 100ul de

meio LB e plaquedas em meio LB seletivo.

Transformacéao de células competentes (BL21).

Foram adicionados 10 ng de DNA plasmidial a 50 pl de células competentes, e
em seguida, a transformacéo foi incubada no gelo por 30 minutos. As células foram,
entdo, submetidas a um choque térmico a 42°C por 2 minutos, e logo apos foi
adicionado 1 ml de meio LB e a cultura foi incubada por 1 hora a 37°C. As células
foram coletadas por centrifugacédo a 12000 rpm por 1 minuto e plaqueadas em meio

seletivo.

Extracdo de DNA plasmidial de E. coli.

Plasmideos foram extraidos através do Kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN),

segundo instru¢des do fabricante, ou através de lise alcalina, como descrito abaixo.
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As células bacterianas foram incubadas overnight a 37°C em meio LB seletivo.
Foi coletado 1,5 ml dessa cultura celular por centrifugagéo a 12000 rpm por 1 minuto.
As células foram resuspendidas em 100 pl de tampéo GET (25 mM Tris-HCI, pH=8,0;
50 mM EDTA, pH=8; e 1% glicerol). As células foram lisadas por incubacdo por 5
minutos com 200 pl de solucdo de lise (200 mM NaOH e 1% SDS, preparado no
momento da utilizacéo a partir de solu¢des concentradas 10 vezes) e logo apos foram
adicionados 150 pl de solugéo 7,5 M NH4OAc. A suspensao foi centrifugada a 12000
rom por 10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo. Foram
adicionados, entédo, 500 pl de isopropanol, seguido de centrifugagcéo a 12000 rpm por
10 minutos para que o DNA fosse precipitado. O sobrenadante foi descartado e o
pellet obtido foi lavado com 500 ul de etanol 70%, com agita¢ao no vortex por 1 minuto.
Apos centrifugacdo a 12000 rpm por 5 minutos, o etanol foi retirado e o DNA foi seco
a 42°C por 5 minutos. Por fim, o DNA foi ressuspendido em 50 pl de TE (10 mM Tris-

HCI, pH=8,0; 1 mM EDTA, pH=8,0), incubando-o a 42°C por 10 minutos.

Purificacdo de DNA em gel de agarose.

Fragmentos de DNA foram recuperados do gel de agarose utilizando o kit

QIAquick Gel Extraction (QIAGEN), segundo instru¢cdes do fabricante.

Preparacdo de DNA para Sequenciamento

O DNA plasmidial extraido de E. Coli por meio do kit QIAprep Spin Miniprep
(QIAGEN) foi sequenciado utilizando-se o kit BigDye terminator V3.1 Cycle
Sequencing (AB-applied biosystems), segundo recomendacgdes do fabricante. Foram

utilizados 2,5 pmol de primer e 300 a 600 ng de vetor como molde da reacéo de 35
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ciclos de: desnaturagao a 96°C por 45 segundos, hibridizagédo a 50°C por 30 segundos

e extensao a 60°C por 4 minutos. A figura 6 ilustra a reagao de sequenciamento.

Reagdo de Sequenciamento

96°C 96°C

2 min 45seg | ,
; | 60°C

—
é\, 50°C ‘ 4 min |
I 30 seg !

' : | 4°C
i 35ciclos ! R ——

Figura 6. Esquema representativo da reacdo de sequenciamento. O esquema representa as
temperaturas e o tempo de cada uma das etapas da reacdo de sequenciamento feito.

A etapa final de corrida das amostras de sequenciamento foi feita pela Central

Analitica do Instituto de Quimica — USP.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae e condi¢cfes de crescimento

utilizadas neste trabalho.

O crescimento das cepas de levedura foi realizado em meio rico (YPD) ou em

meio minimo (YNB). Quando em meio minimo, o crescimento foi suplementado com

0s aminoacidos necessarios (2009).

Tabela 5. Meios de cultura de levedura
Meio Componentes
YPD (meio rico)

YNB (meio
minimo)

1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% glicose; 2% &gar

0,7% YNB (yeast nitrogen base); 2% glicose/galactose; 2%

agar; suplementado com bases nitrognadas e aminoacidos
necessarios
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aminoacidos Concentracéo
Leucina 100 mg/L
Lisina 30 mg/L
Histidina 20 mg/L
Metionina 20 mg/L
Adenina 20 mg/L
Triptofano 20 mg/L
Uracila 20 mg/L

As cepas de S. cerevisiae, utilizadas nas analises de localizagéo, western blot

e de interacao, estao listadas na Tabela 3.

Tabela 6. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste trabalho

nome Gendbtipo Referéncia
SKI6/RRP41 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Ghaemmaghami, et
(YGR195W) RRP41-TAP-HIS3 al., 2003

RRP6 (YORO01W)

RRP43 (YCRO035C)

RPA190-Mcherry

BY4742

Nup57 tDimer

Rrp6-GFP

Rrp6-mCherry

Rrp41-GFP

Rrp41-mCherry

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
RRP6-TAP-HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
RRP43-TAP-HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
RPA190-mCherry-URA3(KI)

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0

MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0
NUP57-tDimer-LEU2

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp6 GFP-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp6 mCherry-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp41 GFP-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp41 mCherry-URA3

Ghaemmaghami, et
al., 2003

Ghaemmaghami, et
al., 2003

Dez, ndo publicado

EUROSCARF

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho



Rrp43-GFP

Rrp43-mCherry

Rrp44-GFP

Rrp44-mCherry

Rrp6-GFP
RPA190mCherry

Rrp41-GFP
RPA190mCherry

Rrp43-GFP
RPA190mCherry

Rrp44-GFP
RPA190mCherry

BY4741

Asrpl

Akap95

Arrp6

Arrp44

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp43 GFP-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp43 mCherry-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp44 GFP-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp44 mCherry-URA3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp6 GFP-URA3 RPA190mCherry-
HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp41 GFP-URA3 RPA190mCherry-
HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp43 GFP-URA3 RPA190mCherry-
HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0
Rrp44 GFP-URA3 RPA190mCherry-
HIS3

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

YNL189w::kanMX4; his3A1; leu2A0;
lys2A0; ura3A0; Ycplac33-GAL-A-SRP1

YLR347c::kanMX4; his3A1; leu2A0;
lys2A0; ura3A0; Ycplac33-GAL-A-
KAP95

BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0;
ura3A0; YOR001w::kanMX4

BY4743; MATa/MATa; ura3A0/ura3A0;
leu2A0/1eu2A0; his3A1/his3A1;
met15A0/MET15; LYS2/lys2A0;

YOL021c/YOLO021c::kanMX4

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Euroscarf

Gonzales, 2017

Gonzales, 2017

EUROSCARF

EUROSCARF
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BY4743; MATa/MATa; ura3A0/ura3A0;
leu2A0/leu2A0; his3A1/his3A1;
Arrp44 -A-RRP44 met15A0/MET15; LYS2/lys2A0; Okuda, 2020
YOL021c/YOL021c::kanMX5
YCplac33-GAL-A-RRP44

BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0;

Asxmf lys240; ura340; YDR395w::kanMX4 EUROSCARF
BY4742; Mat a; his3A1; leu2A0;

Akap123 lys240; ura3A0; YER110C::kanMX4 EUROSCARF

Akap114 BY4742 ;Mat a; his3A1; leu2A0; lys2A0; EUROSCARF

ura3A0; YGL241w::kanMX4

CEN.ZI5-3B; CEN.PK; Mat a; ura3-52;
Akap104 his3A1; leu2-3_112; trp1-289; EUROSCARF
YBRO17c::URA3

Os tags GFP e mCherry foram inseridos no genoma de levedura, mais
especificamente no C-terminal de genes de interesse deste estudo. Primeiramente,
um cassete contendo o gene URA3 de K. lactis (marca de selecao) e o tag de GFP ou
mCherry foi amplificado por PCR a partir do plasmideo pFA6-GFP(S65T)-KIURA3 ou
pFA6a-mCherry-KIURA3, respectivamente. O fragmento de PCR foi inserido a jusante
de cada ORF contendo o TAP-tag (Ghaemmaghami et al., 2003), através do método
Swap-tag (Sung et al., 2008). Os transformantes foram selecionados por prototrofia a
uracila, checados por PCR genbmico e por microscopia de fluorescéncia. A cepa
BY4742 contendo RRP44 fusionada a GFP ou mCherry também foi construida como
descrito anteriormente.

O gene RPA190 foi fusionado a mCherry nas cepas que ja continham as

subunidades do exossomo fusionadas a GFP e na cepa BY4742. A mesma estratégia
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foi utilizada para construcao do clone: primeiro o plasmideo pFA6-mCherry-HIS3 foi
amplificado, depois o cassete foi inserido por recombinacdo homadloga e selecionado
para prototrofia a histidina, checado por PCR e por microscopia de fluorescéncia.

Para construir a cepa Nup57 t-dimer marcada no genoma, o plasmideo
pRS305-Nup57-tDimer foi linearizado com a enzima de restricdo Bglll e foi inserido
por recombinacdo homéloga na cepa BY4742. A nova cepa foi selecionada para
prototrofia a leucina e checada por microscopia de fluorescéncia.

Para as andlises dos mutantes de delecdo de Rrp44, os plasmideos
expressando GFP fusionado a cada um dos mutantes foi transformado nas cepas
BY4742 e Arrp44/GAL::RRP44. Para as andlises de localizagdo de GFP-Rrp44
selvagem, as  cepas mutantes  de  carioferinas  Asrpl/GAL::SRP1,
Akap95/GAL::KAP95, Akap104, Akap123, Akap114 e Asxm1 foram transformadas

com o plasmideo pUG34-Rrp44.

Transformacdo de levedura de alta eficiéncia.

Uma coldnia isolada de levedura foi inoculada em 10 ml de meio seletivo ou
rico (para a cepa selvagem), e a cultura foi incubada a 30°C. Ap6s atingir uma ODsgo
préxima a 0,8, foram coletados 6 ml da suspensado de células a 4000 rpm por 10
minutos. As células foram lavadas com 2 ml de agua estéril por agitacdo no vortex por
1 minuto. As células foram coletadas novamente, e resuspendidas em 200 ul de
solucéo 0,1 M LiOAc em tampéo TE (10 mM Tris-HCI, pH=8,0; 1 mM EDTA pH=8,0).
Foram separados 100 pl e, a essa suspensao de células, foram adicionados 5 ug de
DNA plasmidial e 200 ug de DNA de esperma de salméo desnaturado (Gibco). Em
seguida foram adicionados 600 pl de solugéo de transformacéo (0,1 M LiOAc; 50%

PEGazs00em TE) e a reacao foi incubada a 30°C por 30 minutos. As células foram entéo



57

submetidas a choque térmico por incubacédo a 42°C por 15 minutos, coletadas por
centrifugacgéo, resuspendidas e tampé&o TE e plagueadas em meio seletivo. As placas

foram incubadas a 30°C por 2 dias ou até o aparecimento de coldnias.

Transformacao rapida de levedura.

Uma coldnia isolada foi incubada em 2 ml overnight. No dia seguinte, 200 ul de
cultura em ODeoo~1,0 foram coletadas por centrifugagdo a 12000 rpm por 1 minuto,
lavadas com 100 pl de TE (10 mM Tris-HCI, pH=8,0; 1 mM EDTA, pH=8). As células
foram centrifugadas novamente e resuspendidas em 100 pl de solucdo de
transformacao (0,2 M LIOAc; 4% PEG; 100 mM DTT). Apos a adicdo de 2 a 5 ug de
DNA plasmidial, as células foram submetidas a um choque térmico por 30 minutos a

42°C. Em seguida, as células foram plagueadas em meio seletivo por dois a trés dias.

Teste de complementacéo.

A fim de testar a complementacdo dos mutantes de delecédo de Rrp44, a cepa
Arrp44/A-Rrp44  foi transformada com cada um dos mutantes de delecao.
Primeiramente, todas as células foram crescidas em galactose, normalizadas para
uma O0Dgy,~0,1 e diluidas em série em agua autoclavada. As células foram
plaqueadas em trés diferentes meios: YNB galactose (+Met); YNB galactose (- Met);
e YNB glucose (-Met), e foram incubadas a 30°C. Cada uma das condicdes levou a
expressao (gal) ou queda na expressao (glu) de Rrp44 selvagem, assim como maior
niveis de expressao (-Met) ou menores niveis de expressao (+Met) dos mutantes de

Rrp44. A tabela 7 resume as diferentes condigGes de expressao analisadas.
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Tabela 7. Condicé&o de crescimento do teste de complementacéo

Meio Suplementacéo com Expresséao/lnibicdo
aminoacidos

YNB Galactose Leucina, lisina e metionina Expressdo de Rrp44 selvagem/Inibicdo dos
mutantes de delecéo

YNB Galactose Leucina e lisina Expressédo de Rrp44 selvagem/Expresséo
dos mutantes de delegéo

YNB Glicose Leucina e lisina Inibicdo de Rrp44 selvagem/ Expressao dos
mutantes de delecéo

Microscopia de Fluorescéncia.

As células cresceram overnight em meio seletivo. No dia seguinte, foram
coletadas o equivalente a 1 ml de cultura de levedura numa ODsgo = 0,6. As leveduras
foram fixadas em metanol 70%, sendo primeiramente ressuspendidas em 30 pul de
PBS, seguidos dos 70 pl de metanol gelado. As células permaneceram no gelo por 15
minutos, e foram entdo centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos. Em seguida, as
leveduras foram lavadas com PBS gelado (sem ressuspender) e tratadas com 100 mg
de RNAse por 30 minutos. As leveduras foram lavadas com PBS novamente, e
ressuspendidas em 10 pl de PBS. Para montagem da lamina foram utilizados 4 ul de
suspensao de células. O nucleo foi marcado com VECTASHIELD Medium with DAPI
(VECTOR), diretamente na lamina, sem necessidade de lavagem. As laminas foram
observadas usando o microscopio Nikon Eclipse Ti equipado com filtros para
fluorescéncia verde (GFP-3035B-000-ZERO, Semrock) e fluorescéncia azul (DAPI-
1160A-000-ZERO, Semrock). O tempo de exposicao variou de 1 a 3 segundos. As
imagens foram processadas através do programa ImageJ (National Institutes of
Health, Bethesda, MD).

As células foram tratadas da mesma forma quando analisadas no microscépio

confocal. As leveduras foram observadas no formato 1024 x 1024-pixel, usando o
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microscopio Zeiss LSM 780 confocal laser-scanning inverted microscope (Carl Zeiss,
Germany) localizado no Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP-USP). Para
cada imagem final, foram obtidas 6 imagens no eixo Z, capturadas com uma objetiva
alpha Plan-Apochromat 100x/1.46 oil differential interference contrast M27 (Carl
Zeiss), aplicando-se um fator de zoom de 1.5. Intervalos ao longo do eixo Z foram de
200 a 250 nm. O processamento da imagem foi feito utilizando-se zen 2011 software

(versao 11.00.190; Carl Zeiss).

Contagem dos Mutantes de Rrp44.

A contagem das ceélulas que apresentavam diferentes fendtipos foi feita
analisando imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas em diferentes dias. As
imagens foram importadas no programa ImageJ e foi feita a sobreposicao do sinal dos
mutantes de delecdo com seus respectivos nudcleos. As células as quais nao
apresentavam sinal detectavel foram descartadas da contagem e utilizadas como
referéncia do background celular. Foram feitos graficos do perfil do sinal de GFP e
DAPI, e os gréficos foram utilizados para definicdo do fenétipo de cada célula. Para
cada mutantes, houve uma contagem diferente no namero total de células (Okuda et

al., 2020).

Microscopia Confocal Spinning-Disk.

Uma colbnia foi inoculada overnight em meio rico (para as cepas sem
plasmideos) ou em meio seletivo (para manutencéo de determinados plasmideos). No
dia seguinte, as células foram diluidas para ODeoo ~ 0,1 e crescidas até atingirem
ODeoode 0,5 até 0,8. As células foram centrifugadas, e a levedura foi ressuspendidas

em meio minimo (DIFCO) mais aminoacidos. As laminas foram montadas e
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observadas no microscopio de fluorescéncia. O agar pad, feito para observagédo das
leveduras, foi feito com 2% de agarose dissolvida no mesmo meio no qual as
leveduras foram ressuspendidas.

A microscopia confocal foi feita utilizando-se o sistema confocal Nipkow-disk
(Revolution; Andor), instalado em um microscépio Olympus (1X-81), contendo uma
unidade confocal Spinning disk (CSY22; Yokogawa), e uma camera cooled eléctron
multiplying charged-coupled (DU 888; Andor). O sistema era controlado usando-se o
software 1Q2 (Andor). Imagens foram adquiridas utilizando-se a objetiva 100x Plan
Apo 1.4 NA oil immersion e uma lente twofold no caminho 6tico. Os lasers utilizados
foram diode-pumped solid-state lasers, capazes de excitar a fluorescéncia de GFP em
488 nm (50 mW; Coherent) e a fluorescéncia de mCherry a 561 nm (50 mW,; Cobolt
jive), foi utilizado o espelho dicroico Di01-T405/488/568/647-13x15x0,5; Semrock foi
utilizado como filtro de emisséao bi-bandpass (FF01-512/630-25; Semrock), permitindo
a deteccéo da fluorescéncia verde e vermelha. Nas nossas condi¢cfes, o tamanho do
pixel foi de 65 nm. Para quantificacdo do volume nucleolar, foram obtidas 40 seccbes
no eixo Z com 200 nm entre cada uma das seccdes. Os tempos de exposicao variaram
de 0,1 a 1 segundo. As imagens foram processadas utilizando-se o programa ImageJ

(National Institutes of Health, Bethesda, MD - https://imagej.nih.goVv/ij/).

Analise de imagem e Quantificacdo do Sinal do Exossomo.

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia foram importadas no
programa ImageJ. A intensidade das proteinas fusionadas ao GFP foi medida e sua

localizacdo subnuclear foi analisada utilizando-se pipeline dedicada a andlise de


https://imagej.nih.gov/ij/
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imagens (ImageJ Macro) desenvolvida pelo técnico de microscopia confocal Sylvain

Cantaloube (da Universidade de Toulouse), descrita abaixo:

A area da célula foi determinada baseado na imagem obtida da luz visivel
gracas aos seguintes passos: remocao do background (subtracting Gaussian
Blur image — sigma = 40); segmentacédo das células utilizando o algoritmo do
ImageJ Moments threshold; determinacdo do objeto correspondente a célula
com Analyze Particle (funcdo do Imageld); separacao das células em contato
com o] Plugin Adjustable Watershed

(https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable wat

ershed:start).

A segmentacdo nuclear e nucleolar foi feita a partir do sinal de Rpal90
fusionada ao mCherry. A proteina Rpal90 € a maior subunidade da RNA
polimerase |, encontrando-se enriquecida no nucléolo, com um sinal mais sutil
detectado no nucleo. Primeiramente, aplicou-se Sum Z-projection a imagem
inicial de Rpal90-mCherry. Entdo, para determinar a area do nucléolo de cada
célula, foi utilizado Wavelet filter e, finalmente, a segmentacao foi feita por meio
do algoritmo Yen threshold. Para determinar a area do nucleo, foi segmentado
diretamente na imagem projetada em Z o algoritmo Triangle threshold.

As células foram subdivididas em nucléolo, nucleoplasma e citoplasma. O

ImageJ macro quantificou o sinal de cada compartimento.


https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable_watershed:start
https://imagejdocu.tudor.lu/doku.php?id=plugin:segmentation:adjustable_watershed:start
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Figura 7. Resultado obtido pelo programa ImageJ Macro. O programa Macro desenvolvido por
Sylvain Cantaloube utilizava as delimitaces da célula observaveis nas imagens de contraste de fase
para determinar a area da célula (identificado pelos circulos amarelos nos seguintes quadrantes da
figura). A area correspondente ao nucleo e ao nucléolo foi determinada por meio do sinal proveniente
de Rpal90-mCherry, identificadas de verde e branco respectivamente. ApoOs ter a area de cada
compartimento, foi possivel quantificar o sinal das proteinas fusionadas ao GFP no nucléolo, no nucleo
e em toda a célula. Os graficos abaixo das imagens do nucleo e do nucléolo representam o sinal de
Rpal90 em cada um dos compartimentos utilizados para segmenté-los.

Todas as quantificacBes foram feitas relativas a uma célula controle, que né&o
expressava GFP. Para calcular o enriquecimento das subunidades do exossomo,
calculou-se a intensidade média por unidade de area de determinado compartimento
e, entdo, comparou-se esse valor a intensidade média por unidade de area da célula
inteira para cada uma das células. Para calcular a porcentagem do sinal de GFP em
cada compartimento celular, primeiro o sinal de cada compartimento foi obtido
(nucléolo, nucleoplasma e citoplasma) e somado para cada célula. O sinal de GFP de
cada compartimento foi, entdo, dividido pela soma do sinal total de GFP de cada

célula, e a porcentagem foi calculada.
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Microscopia Eletrdnica.

Com o intuito de analisar morfologicamente e funcionalmente o nucléolo, as
leveduras cresceram em meio rico overnight, e diluidas na manha seguinte. Apés
atingirem a fase logaritmica de crescimento, as leveduras foram coletadas e crio-
fixadas por congelamento por alta pressurizacao (EMPACT; Leica) e criosubstituidas
com 0,1% de acetato de uranila em acetona por 72 horas no sistema de
criosubstituicdo EM ASF2 (Leica), assim como descrito em (Normand et al., 2016). As
células foram, entdo, embebidas em uma resina Lowicrul (HM-20), polimerizada a -

50°C. O processo de criosubstituicdo esta descrito na tabela abaixo (Normand et al.,

2016):
Tabela 8. Programa de Criosubstituicao

48h 0,1% acetato de uranila em acetona  -90°C

10h Acetona Aumento gradual da temperatura de -90°C
até -50°C

24h HM20 30% em acetona -50°C

24h HM20 70% em acetona -50°C

12h HM20 100% -50°C

8h HM20 100% -50°C

48h HM20 100% -50°C com polimerizagao por UV

20h HM20 100% Aumento da temperatura de -50°C para
20°C (3,5°h) com UV

24h HM20 100% 20°C com UV

Depois de terminado o processo de criosubstituicdo, a resina foi seccionada em
fatias de 100 nm, que foram depositadas em grids de niquel cobertas com colédio. As
grids contendo os cortes da resina foram primeiramente lavadas 5 minutos em agua
autoclavada a temperatura ambiente, seguido por uma lavagem em TBS, pH=7,8 por
5 minutos. As grids foram bloqueadas em NH4Cl 500 M em TBS por 15 minutos, e em

seguida, bloqueadas em TBS/BSA 2%, duas vezes, por 10 minutos. Anticorpo
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policlonal anti-GFP foi produz ido em coelho e sua especificidade testada por western
blot (gentilmente cedido pelo Professor Gleizes, CBI - Toulouse/Franca). Duas
diluicdes diferentes (1/50 e 1/300 em TVS/BSA 2%) foram utilizadas para incubacéo
das grids por duas horas a temperatura ambiente. As grids foram lavadas 2 vezes por
5 minutos em TBS/BSA 2%, e 3 vezes por 5 minutos em TBS/BSA 1%. Todas as
lavagens foram feitas a temperatura ambiente. As grids foram, entdo, incubadas por
1 hora com o anticorpo secundario (1/80 em TBS/BSA 1%) IgG anti-coelho conjugado
com particulas de ouro de 10 nm (British-Biocell BBInternational). As grids passaram

por seguidas lavagens como mostrado na tabela abaixo.

Tabela 9. Lavagens das grids ap6s incubacdo com anticorpo

Repeticbes Tempo Solucéo Temperatura
2 5 minutos TBS/BSA 1% Temperatura
4 5 minutos ~ TBS ambiente
3 3 imersdes Agua MilliQ

As grids foram, entdo, cobertas por uma camada de 5 nm de carbono e analisadas

com um microscoépio eletrénico 1,200 X (Jeol JEM-1400).

Preparacdo de Extrato Celular por Hidréxido de Sdédio.

O equivalente a 1 ml de cultura celular numa ODeoo = 0,6 foi coletado por
centrifugacédo a 4000 rpm por 10 minutos. O pellet foi ressuspendido em 400 pl de
agua autoclavada, e em seguida, foram adicionados 400 pl de NaOH 0,2 M, sendo
incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A suspenséo de células foram, entéo,
centrifugadas a 12000rpm por 5 minutos e ressuspendidas em 10 ul de tampéo de
amostra 4x (0,06 M Tris-HCI, pH = 6,8; 5% glicerol; 5% SDS; 4% de 2 mM j-

Mercaptoetanol; 0,0025% azul de Bromofenol) e aquecido a 95°C por 5 minutos.
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Quantificacdo de Proteinas pelo Método do Acido Binciconinico

(BCA).

A quantificac@o de proteina total em extratos celulares foi feita de acordo com
0 método colorimétrico descrito por Smith et al. 1985. Ao extrato total, foi adicionado
1 ml de solugcdo 5mM de CuSOsem BCA (bicinchoninic acid solution, Sigma). A reacao
foi, entdo, incubada a 37°C por 30 minutos. Foi medida a absorbancia em 562 nm e a
concentracao de proteinas no extrato foi determinada por compara¢cdo com uma curva

padrao feita para BSA (bovine seru albumin).

Separacéo de proteinas por SDS-PAGE

Os extratos proteicos foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida, como descrito por Sambrook et a. (1989). O gel de empacotamento era
composto de: bis-acrilamida (29:1) 5% pH = 6,8; 0,1% SDS; 0,1% persulfato de
amonio; 1 W/ml de TEMED. O gel de separacao era composto de: bis-acrilamida (29:1)
10 ou 8%; 380 mM Tris-HCI pH=8; 0,1% persulfato de amdnio; 0,4 pl/ml de TEMED.
O gel foi submetido a uma voltagem de 100 V em tampéao de corrida Tris-glicina 1X

(25 mM Tris-HCI ; 250 mM glicina ; 0,1% SDS).

Coloragao por “coomassie Blue”

Os géis de poliacrilamida os quais foram feitos para checagem de expressao
proteica, foram incubados em solucdo de Coomassie Blue R 0,25% em metanol 45%
acido acético 10% por 1 horas e descorados em solucdo de etanol 50% e acido acético

10%.
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Experimentos de Imunoblot

Amostras proteicas foram separadas em géis de SDS-PAGE. Foram
utilizadas duas concentragfes finais de poliacrilamida para formagéo dos géis: 8%
para visualizar as proteinas de maior tamanho, e 10% para visualizar as proteinas de
tamanho menor. Apés a corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de
difluoreto de poliviniideno (PVDF) ou nitrocelulose (NC) (GE Healthcare). A
membrana foi incubada por 1 hora com 10 ml de solugéo 5% leite em pé desnatado
(Molico) em tampao PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM NaxHPO4;, 2 mM
KH2POg4; pH = 7,4), lavada por 3 vezes por incubacédo de 10 minutos com 10ml de
tampao PBS. ApoOs as lavagens, a membrana foi incubada com o anticorpo primario
diluido em solucéo 0,1% leite em p6 em PBS, overnight a 4°C, com agitacdo. No dia
seguinte, a membrana foi novamente lavada como descrita acima, seguido de uma
incubacao com anticorpo secundario diluido em PBS por no maximo 2 horas e lavada
novamente com PBS.

As membranas foram incubadas em anticorpo primeiro contra GST (Sigma-
Aldrich), histidine (Sigma-Aldrich), GFP (Sigma-Aldrich), ou PGK1 (abcam) em tampéao
fosfato-salino (PBS)/Tween 20/leite em p6. Os anticorpos secundario usados foram
anti-coelho (IRDye 680RD) ou anti-camundongo (IRDye 800CW) conjugados com
fluoréforo (Licor). A revelacdo das membranas foi feita no equipamento Odyssey®

Imaging Systems.

Teste de expressdo em pequena escala.

Para realizar teste de expressdo em pequena escala, as células foram
transformadas conforme descrito na Secdo “Transformagao de células competentes

(BL21)” e inoculadas em 2 ml de meio LB, com 50 ug/ml de cloranfenicol, a 37°C
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overnight. Para células transformadas com o vetor pGEX foram adicionados ao meio
100 ug/ml de ampicilina e para células transformadas com pET foram adicionados 20
Mg/ml de canamicina. A partir desta cultura, 100 pL foram diluidos em 10 mL de meio
2YT suplementado conforme descrito acima e a cultura foi incubada até ODeoo~ 0,6.
Apbs coleta de células de 1 mL de cultura para comparacao posterior (centrifugacéo
por 12000 rpm por 1 minuto), foi induzida a expressao da proteina recombinante por
adicdo de 0,5 mM IPTG (isopropil-B -D-tiogalactopiranosideo). Foram coletadas
células em intervalos de uma, quatro, seis horas apés a inducdo e crescimento
overnight. As células coletadas foram ressuspendidas em 50 pl de tampao de amostra
para proteina, fervidas a 95°C por 5 minutos e 5 pl destas amostras foram aplicados
em SDS-PAGE. A expressao da proteina recombinante foi identificada por coloragéao
com Comassie Blue, através de comparacado com as bandas do extrato total de células

nao induzidas e o tempo 6timo de incubacao foi determinado.

Expressdo em grande escala.

Para a expressdo de proteina em larga escala, apds a transformacédo das células
BL21, as células cresceram em uma cultura de 5 mL em LB com os antibi6ticos
necessarios, overnight a 37°C. A cultura de 5 mL foi diluida em 500 mL de 2YT e
incubada até atingir OD600~ 0,6. A expressdo das proteinas recombinantes foi
induzida de acordo com as condi¢Bes 6timas determinadas e a expressao foi checada
por SDS-PAGE conforme descrito para o teste de expressdo em pequena escala. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 4000 rpm por 30 minutos a 4°C e

congeladas.
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Ensaio de interagcéo proteica direta (pull-down).

A cepa bacteriana BL21 foi transformada com os plasmideos pGEX-RRP44,
pET28-KAP95 e pET29-SRP1, e cada uma das proteinas recombinantes foi expressa
de acordo com a sua condi¢do 6tima representada na tabela 7. O extrato total do tag
GST, utilizado como controle, foi cedido pela aluna de doutorado Leidy Paola Paes

Cepeda.

Tabela 10. Condicédo de expressao das proteinas recombinantes

plasmideo Condicao de expressao
pGEX-RRP44 0,5mM IPTG, overnight a 18°C
pPET28-KAP95 0,5mM IPTG, por 2 horas a 37°C
pPET29-SRP1 0,5mM IPTG, por 2 horas a 37°C

O pellet bacteriano foi ressuspendido no seguinte tampado: 20 mMTris, 150
mMNaCl, 1 mM EDTA, 0,8% Nonidet, 1 mM DTT (Gonzales-Zubiate et al., 2017). As
células foram, entdo, lisadas no equipamento emulsiFlex-C3 (Avestin), centrifugada a
10 mil rpms, e o sobrenadante foi coletado e aliquotado.

Para o pull-down com carioferinas incubadas ao mesmo tempo, o equivalente
a 60 pg de GST e GST-Rrp44, provenientes do extrato total lisado, foram incubados,
separadamente, por duas horas a 4°C com 60 pul de glutathione-Sepharose beads (GE
Healthcare), e o excesso proteico foi lavado. As beads foram entdo incubadas com
uma mistura dos extratos celular de His-Srpl e His-Kap95, contendo o equivalente a
120 pg His-Srpl e 120 ug His-Kap95. O excesso de proteina foi lavado. As proteinas

ligadas a resina foram eluidas com 50mM Tris, pH8 e 10 mM de glutationa reduzida.
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Para o pull-down com carioferinas incubadas separadamente, o tampéao foi
trocado por: 20 mM TrisHCI, pH = 8; 150 mM NaCl; 2 mM MgCl,, 0,8% Nonidet, 1 mM
DTT. (Adaptado de (Cassany and Gerace, 2009). O equivalente a 60 pg de GST e GST-
Rrp44, foram incubados, separadamente, por duas horas a 4°C com 60 pl de
glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare), e o excesso proteico foi lavado. As
beads foram entdo incubadas com extrato celular contendo o equivalente a 120 ug
His-Srpl ou 120 pg His-Kap95, e o excesso de proteina foi lavado. As proteinas
ligadas a resina foram eluidas com 50 mM Tris, pH =8 e 10 mM de glutationa reduzida.

O experimento foi analisado por western blot.

Coimunoprecipitagéo.

Interacao indireta das carioferinas essenciais Srpl e Kap95 com Rrp44 foi
realizada utilizando-se as cepas Akap95 e Asrpl transformadas com pUG34 e pUG34-
Rrp44. Para cada cepa, dois litros de células foram crescidos até ODg(,~1, e coletadas
no tampéo Co-IP (0,1% NP40, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH = 7,5,
0,5x Halt Protease Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific) (Bakhrat, 2006). O extrato
total celular foi obtido lisando as células com o equipamento Ball Mill (Retsch, Mixer
Mill MM 200 ou Mixer Mill PM 100) e centrifugando a 40mil rpom (CP80NX Hitachi), por
uma hora a 4°C.

O extrato proteico foi quantificado, e o equivalente a 50 mg de proteina, de
cada extrato, foi incubado por duas horas a 4°C com IgG Sepharose 6 Fast Flow (GE
Healthcare), previamente equilibrada com tampao Co-IP. A resina foi lavada seis
vezes com 500 pl de tampéo Co-IP, lavada mais duas vezes com solucéo aquosa de

100mM de acetato de amobnia, 0,1 M de cloreto de magnésio. A eluicdo foi feita
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incubando a resina duas vezes, com 500 mM de hidroxido de aménia por 20 minutos

(Ohmayer, 2013). O experimento foi analisado por western blot.
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Resultados

O complexo exossomo esta concentrado no nucléolo.

Apesar do grande numero de estudos envolvendo o complexo exossomo em
diversos organismos, pouco se sabe sobre a localizacdo subcelular e a montagem do
complexo. Para melhor entendermos o0 exossomo e a correlacdo de sua fungdo com
sua localizacdo, avaliamos a localizacdo de quatro subunidades do exossomo por
meio de fusdo com GFP. GFP foi inserido no genoma da levedura, em fusdo com a
ORF da subunidade escolhida. Assim, quando determinada subunidade do exossomo
fosse expressa sob controle de seu promotor enddgeno, ela estaria fusionada a GFP
em seu C-terminal. Foram escolhidas duas subunidades do core do complexo, Rrp41
e Rrp43, e as duas subunidades cataliticas, Rrp6 e Rrp44. Teste de microscopia e de
PCR foram feitos para confirmar a insercéo do tag, assim como testes de crescimento
foram feitos para analisar a possivel toxicidade da fusdo com GFP (dados né&o
mostrados).

Como marcador nucleolar e nuclear, a subunidade da RNA polimerase |
Rpal90 endogena foi fusionada ao mCherry no seu C-terminal. Esta proteina
encontra-se concentrada no nucléolo mas também esta presente no nucleoplasma da
levedura (Dauban et al., 2019). Essa dupla localizacdo, com diferenca de
concentragdo, nos permitiu usar uma Unica proteina para distinguir nucléolo,
nucleoplasma e citoplasma.

As imagens de microscopia foram obtidas com um microscépio confocal
Spinning disk, que resultou em quarenta secg¢des da célula no eixo Z. Para avaliar da
localizacdo do exossomo, as sec¢bes em Z foram sobrepostas através do plugin “Z

projection” do ImageJ e o sinal como um todo foi analisado.
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Todas as quatro subunidades analisadas aqui apresentaram um fendtipo
nuclear (Fig. 8). Além da localizacdo nuclear, € possivel afirmar que o exossomo esta
concentrado no nucléolo, e o sinal citoplasmatico do complexo € quase indetectavel,
estando muito proximo ao background. Para melhor avaliar se o sinal do exossomo
citoplasmatico observado nas imagens de microscopia era valido ou ndo, decidimos
guantificar o sinal detectavel para estimar a concentracdo dessas quatro subunidades
nos diferentes compartimentos celulares. As quantificacdes do sinal das subunidades
fusionadas ao GFP foram feitas utilizando-se o canal especifico para o GFP, e o sinal

total da célula foi dividido em nucléolo, nucleoplasma e citoplasma.

Merge

Rrp43 ' .' " ..- f

Figura 8. Subunidades do exossomo fusionados ao GFP expressas endogenamente localizam
no nucléolo. As imagens obtidas no microscopio confocal Spinning-disk laser scanning foram
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projetadas em Z, e a localizacdo das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP foi avaliada. O
sinal de Rpal190-mCherry (maior subunidade da Poll) foi utilizada como marcador nucleolar.

Para avaliarmos a abundancia das proteinas fusionadas a GFP, utilizamos uma
correlagdo linear entre a intensidade do sinal de GFP e a quantidade delas em
levedura (Ghaemmaghami et al., 2003; Huh et al., 2003). A quantificagéo foi feita por
meio de um Macro do ImageJ, desenvolvido pelo especialista em microscopia Sylvain
Cantaloube (CBI — Toulouse). O programa utilizou as imagens de contraste de fase
para segmentar a area da célula e o sinal de Rpal90-mCherry para segmentar a area
do nucleo e do nucléolo. As unidades de intensidade e de area s&o unidades
arbitrarias e a intensidade foi calculada por cada pixel. A intensidade de cada
subunidade foi obtida por meio da intensidade do sinal, fornecido pelo Macro,
subtraido do background. O valor referente ao background do canal de GFP foi obtido
nas mesmas condicdes que o sinal das subunidades fusionadas ao GFP, contudo,
utilizamos uma cepa expressando Rpal90-mCherry sem nenhuma proteina fusionada
ao GFP. Apos a remocao do background, calculamos a intensidade total do sinal de
cada subunidade em diferentes compartimentos celulares (Fig. 9). O grafico abaixo
mostra que, aproximadamente, 80% do sinal do exossomo esta no nucleo, sendo que

30% do sinal total esta no nucléolo e 50%, no nucleoplasma.
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Figura 9. Porcentagem do sinal das subunidades do exossomo em diferentes compartimentos.
O sinal das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP foi quantificado em toda a célula e separado
de acordo com o compartimento (citoplasma, nucleoplasma ou nucléolo). A porcentagem do sinal do
exossomo-GFP foi calculada para cada um dos compartimentos relativos ao sinal total obtido por célula.
O sinal total apresentado no citoplasma é por volta de 20-30% do sinal total da subunidade fusionada
ao GFP, enquanto que de 70-80% do sinal da subunidade GFP-exossomo esta presente no nudcleo.

Entretanto, A figura 9 mostra a porcentagem dos valores absolutos da
intensidade do exossomo. Para entendermos melhor a relacdo entre a intensidade
obtida e a area correspondente a cada compartimento, uma vez que a area do
citoplasma € muito maior que a area do nucleoplasma, que por sua vez € maior que a
area do nucléolo, calculamos a intensidade média para cada compartimento.
Subtraimos, entédo, o background e calculamos a intensidade média da célula como
um todo. Para calcularmos o enriquecimento do exossomo nos diferentes
compartimentos celulares, comparamos a intensidade média de cada compartimento

em relacdo a intensidade média da célula toda. A figura 10 mostra que 0 exossomo
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esta presente no nacleo como um todo, mas mais concentrado no nucléolo, cinco a
seis vezes mais concentrado que a média da intensidade celular. Esse dado esta de
acordo com as figuras obtidas na microscopia de fluorescéncia, que mostram o
exossomo mais concentrado no nucléolo. Além disso, os dados de quantificacdo
ajudam a confirmar a presenca do complexo no citoplasma, informacao que néo pode

ser obtida apenas observando as imagens de microscopia.

Rrp44 Rrp6

B

® Citoplasma @ Nucleoplasma @® Nucléolo

Figura 10. Enriguecimento do sinal das subunidades do exossomo fusionadas ao GFP. Nés
calculamos o enriquecimento do sinal das subunidades do exossomo em cada compartimento sobre o
valor do sinal celular distribuido homogeneamente da respectiva subunidade. Para tal, nés calculamos
a intensidade média de cada subunidade em cada compartimento e dividimos esse valor pela
intensidade média de cada subunidade considerando a célula toda. Os pontos em azul representam o
enriquecimento no citoplasma, em vermelho, no nucleoplasma, e em verde, no nucléolo.

Nés também comparamos a localizacdo de Nopl-GFP com Rpal90-mCherry
e de Rrp44-GFP com Nopl-mCherry para validar a localizacdo nucleolar, uma vez

gue a proteina Nopl € nucleolar (Tollervey et al., 1991), e bastante utilizada como
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marcador deste subcompartimento (Fig. 11). Como ja esperado, o pico de maior
intensidade de Rpal90-mCherry colocaliza com o sinal de GFP-Nopl, comprovando
o sinal nucleolar de Rpal90. Além disso, o sinal de Rrp44 encontra-se concentrado
na mesma regidao de mCherry-Nopl, comprovando que o enriguecimento do

exossomo é de fato nucleolar.

DIC Rpal90-mCherry GFP-Nop1l

B. Rrp44-GFP

\—
( K‘

Figura 11. Validacdo da localizacdo nucleolar de Rpal90 em comparacdo com Nopl. A.
Localizacdo de Nopl-GFP comparada a Rpal90-mCherry mostra que as proteinas colocalizam,
validando a localizac¢éo nucleolar de Rpal90. B. Localizag&o de Rrp44-GFP referente a mCherry-Nopl
para validar a localizac&do nucleolar de Rrp44-GFP referente a Rpal90-mCherry.

mCherry-Nop1l

O exossomo esta presente em baixos niveis no citoplasma.

O exossomo € um complexo descrito como nuclear e citoplasmatico. Os dados
obtidos da microscopia das quatro subunidades Rrp6, Rrp44, Rrp4l e Rrp43
mostraram a possivel existéncia desse complexo no citoplasma. A subunidade Rrp6
€ a Unica subunidade considerada exclusivamente nuclear (Allmang et al., 1999), mas
apresentou sinal citoplasmatico nas células que foram quantificadas. Para avaliarmos
se existe a possibilidade da presenca de Rrp6 no citoplasma, realizamos ensaios de
microscopia utilizando como controle um cofator do exossomo ja caracterizado como

citoplasmatico, Ski7 (Houseley et al., 2006).
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Para tal analise, utilizamos outra subunidade do exossomo (Rrp4l) como
parametro, uma vez que essa subunidade é descrita como nuclear e citoplasmatica.
A mesma condi¢cdo experimental foi utilizada para todas as cepas, e todas foram
editadas da mesma forma no programa ImageJ. Na figura 12A, as imagens foram
editadas adequando a edi¢ao ao sinal nuclear das subunidades do exossomo. Nessa
condicao, quase nao é possivel detectar o sinal proveniente de Ski7-GFP. A fim de
visualizar o sinal proveniente de Ski7-GFP, editamos as mesmas figuras aumentando
o contraste. O sinal fraco de Ski7 pode ser visto apenas no citoplasma, confirmando
sua localizac&o citoplasmatica. Ja o sinal das subunidades do exossomo saturaram

no nucleo, e o sinal citoplasmatico das mesmas pode ser visto fracamente (Fig. 12).
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Figura 12. Localizagcao citoplasmética das subunidades Rrp6 e Rrp4l comparadas ao cofator
citoplasmético Ski7. A localizacdo de Rrp6, Rrp4l e Ski7 foi analisada pelo microscopio confocal
Spinning-disk. Todas as imagens foram obtidas e editadas juntas. Rpal90-mCherry foi utilizada como
marcador nuclear e nucleolar. A cepa selvagem expressando apenas Rpal90-mCherry foi utilizada
como controle para determina¢&o do sinal de background. A. As imagens foram editadas respeitando
a intensidade nuclear das subunidades do exossomo, o que torna o sinal de Ski7 quase nao detectavel
aos olhos. B. As imagens foram editadas levando-se em consideracéo o sinal de Ski7, o que faz com
gue o sinal nuclear das subunidades do exossomo saturem, mas que seu sinal citoplasméatico seja
visivel.
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Com o intuito de obter dados mais precisos em relagédo a possivel presenca de
Rrp6 no citoplasma, analisamos as imagens pelo programa Macro do ImageJ. O
background, obtido do canal verde de uma célula que nédo expressa o GFP, foi
subtraido das quantificagBes obtidas. Primeiro obtivemos a intensidade do sinal de
Ski7, Rrp6 e Rrp41. Os dados mostram que Ski7 € muito menos expressa que Rrp6,
gue por sua vez, é menos expressa que Rrp4l (Fig. 13A). Quando separamos a
intensidade do citoplasma do restante da intensidade da célula, é possivel observar
gue Ski7 possui a mesma intensidade citoplasmética que Rrp6, enquanto a
intensidade de Rrp41 é aproximadamente o dobro (Fig. 13B). Assim sendo, n0ssos
dados mostram haver a possibilidade de uma pequena quantidade de Rrp6
permanecer no citoplasma. Contudo, os dados de microscopia ainda séao preliminares

e estudos mais profundos seriam necessarios para afirmar a existéncia de Rrp6 no

citoplasma.
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Figura 13. Quantificacdo do sinal das subunidades Rrp6 e Rrp4l comparadas ao cofator
citoplasmético Ski7. As imagens de microscopia de fluorescéncia obtidas no microscopio confocal
Spinning-disk foram sujeitas ao programa Macro do ImageJ, foi calculada a mediana das intensidades
obtidas e os dados foram plotados no grafico (valor arbitrario de unidades de intensidade). A. A
intensidade total (considerando toda a area da célula) do sinal obtido de GFP-Ski7, GFP-Rrp6 e GFP-
Rrp41 mostra a diferenca na expresséo de cada proteina. B. A intensidade citoplasmética de GFP-Ski7,
GFP-Rrp6 e GFP-Rrp41 mostra a proximidade na quantificacdo do sinal citoplasmatico de Ski7 e de
Rrp6, diferentemente de Rrp41, a qual apresenta uma quantificagéo do sinal citoplasmatico quase duas
vezes maior que de Ski7.
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O exossomo esta concentrado em um subcompartimento do nucléolo.

Os dados originais obtidos com o microscopio confocal Spinning Disk séo
arquivos contendo quarenta secc¢des no eixo Z para o campo escolhido. Cada uma
dessas seccdes tem menor intensidade e, a0 mesmo tempo, mostram com um pouco
mais de detalhe a localizacdo do exossomo.

Quando cada uma das secc¢fes € observada individualmente, é possivel notar,
dependendo do angulo da célula observada, que os sinais das subunidades do
exossomo fusionadas ao GFP ndo se sobrepdem exatamente ao sinal de Rpal90-
mCherry (Fig. 14). O sinal do exossomo-GFP pode ser visto no nucléolo, entretanto
em algumas células observamos uma pequena regiao na qual o sinal de GFP € um
pouco mais fraco, e € exatamente o local no qual o sinal de Rpal90-mCherry € mais

forte.
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Figura 14. As subunidades do exossomo nao colocalizam exatamente com a subunidade Rpal90
da RNA polimerase |. a. Imagens das sec¢des em Z das células expressando as subunidades do
exossomo fusionadas ao GFP mostram que as subunidades do exossomo apresentam uma pequena
diferenca na localizagdo quando comparadas a Rpal90-mCherry, a qual foi utilizada como marcador
nucleolar. Comparac¢éo entre exossomo-GFP e Rpal90-mCherry foi feita pelo programa ImageJ e esta
ilustrada a direita. As linhas verdes representam as subunidades do exossomo fusionadas ao GFP, e
as linhas em vermelho representam Rpal90-mCherry. b. Amplificacdo da célula expressando Rrp41-
GFP e Rpa90-mCherry para melhor visualizagdo do subcompartimento existente no nucléolo.
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Na tentativa de observar essa localizagdo com mais detalhes, realizamos
experimentos de imunolocalizacdo por meio da técnica de microscopia eletronica.
Para este experimento, utilizamos as mesmas cepas dos experimentos de
microscopia de fluorescéncia, Rrp6-GFP e Rrp44-GFP com expressado enddgena, que
foram crio-fixados, imobilizados em uma resina e seccionados em cortes de 100 nm.
Os cortes foram, entdo, tratados com o anticorpo primério anti-GFP, seguido pelo
anticorpo secundario anti-coelho fusionados a particulas de ouro de 10 nm e levados
ao microscopio eletrénico. Como controle negativo utilizamos a cepa BY4741 (com
nenhuma proteina fusionada ao tag de GFP). Como controle positivo, utilizamos o
anticorpo primario anti-Nhp2 na cepa Rrp44-GFP. Esse anticorpo reconhece a
proteina Nhp2, a qual esta envolvida nas etapas iniciais do processamento do pre-

rRNA e é conhecida por estar concentrada no nucléolo (Henras et al., 1998; Watkins

et al., 1998).
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Figura 15. Imunolocalizacdo de Rrp44-GFP e Rrp6-GFP por microscopia eletrénica. Imagens da
microscopia eletrénica mostram nao haver diferenca na concentracéo nucleolar de particula de ouro
guando comparadas a cepa selvagem. O experimento foi feito utilizando-se o anticorpo anti-GFP como
anticorpo primario das imagens a, b e c. A imunolocalizacéo foi feita utilizando-se anti-Nhp2 como
anticorpo primario para imagem d. O anticorpo secundario anti-coelho fusionado a particulas de ouro
de 10 nm, diluido 1/80 em TBS/BSA 1%, foi utilizado em todos os casos. a. Imagem referente, ao
controle negativo BY4741 sem nenhuma proteina fusionada ao tag de GFP. b. Cepa expressando
Rrp44-GFP. c. Cepa expressando Rrp6-GFP.d. Cepa expressando Rrp44-GFP com anticorpo primario,
neste caso anti-Nhp2 (controle positivo).

Para testarmos a eficiéncia dos anticorpos, utilizamos diferentes diluigdes. As
seccdes de Rrp44-GFP foram tratadas com anti-GFP diluido 1/300, assim como o
controle negativo com a cepa BY4741, e Rrp6-GFP foi tratada com anti-GFP diluido
1/50. As seccdes de Rrp44-GFP utilizadas como controle positivo foram tratadas com
0 anticorpo primario anti-Nhp2 diluido 1/50. O anticorpo secundario anti-coelho foi
utilizado numa concentragéo 1/80.

As imagens obtidas mostram que existe uma maior concentracao de particulas
de ouro no nucléolo das células expressando Rrp44-GFP (Fig. 15A) e Rrp6-GFP (Fig.
15B) quando comparadas ao seu proprio nucleoplasma. Quando analisamos o
controle negativo, também é possivel notar uma maior concentracao de particulas de
ouro no nucléolo da cepa BY4742 quando comparada ao seu proprio nucleoplasma
(Fig. 15C). Quando comparamos o0 nucléolo dessas trés cepas em relacdo ao seu
préprio nucleoplasma e citoplasma, e levando em conta as diferentes diluicbes de
anticorpos primarios feitas, ndo € possivel ver uma diferenca na concentracdo de
particulas de ouro no nucléolo de Rrp44-GFP, Rrp6-GFP e BY4742. Por outro lado,
guando comparamos o nucléolo dessas trés cepas com o controle positivo, é notavel
a concentracado de Nhp2 no nucléolo (Fig. 15D).

Apesar dos dados de microscopia eletrénica das subunidades do exossomo
serem preliminares e pouco conclusivos, € possivel afirmar a existéncia de um

subcompartimento no nucléolo da levedura quando analisamos os resultados de
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microscopia de fluorescéncia. A proximidade de ambos os sinais do exossomo e de
Rpal90 é coerente considerando a participacdo do exossomo no processamento de

pré-rRNA.

A subunidade Rrp44 provavelmente possui seu proprio NLS.

Os resultados anteriores nos mostraram que, a nivel endégeno, 0 exossomo
esta concentrado no nucléolo, mas ainda ndo sabemos qual subunidade seria a
responsavel pelo transporte nuclear do complexo, e se o complexo € transportado ja
montado ou na forma de subcomplexos. Nosso grupo ja mostrou que a subunidade
Rrp6 possui seu proprio NLS e é transportada para o nucleo de forma independente
do core do exossomo (Gonzales-Zubiate et al., 2017).

Para entendermos mais a fundo a localizagcdo e o transporte das demais
subunidades do exossomo, a cepa selvagem BY4742 foi transformada com
plasmideos pUG34 contendo as subunidades Rrp6, Rrp44, Rrp4l ou Rrp43
fusionadas a GFP no seu N-terminal e sob controle do promotor MET25. Os
plasmideos foram construidos previamente pelo pés-doutorando Fernando Gonzales.
O promotor MET25 responde a presenca/auséncia de metionina no meio, com maior
nivel de expressédo na auséncia da metionina. Apds a transformacéo, a localizacéo
das subunidades do exossomo foi avaliada no microscépio de fluorescéncia. O
marcador DAPI foi utilizado como referéncia nuclear.

Surpreendentemente, as subunidades do exossomo apresentaram dois
fendtipos diferentes: as subunidades cataliticas, Rrp6 e Rrp44, apresentaram uma
localizacdo nuclear, e as subunidades do core, Rrp4l e Rrp43, apresentaram uma
localizacdo tanto nuclear quanto citoplasmatica (Fig. 16). Devido a estudos prévios,

nos ja sabiamos que Rrp6 localizava-se no nucleo quando superexpressa (Gonzales-
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Zubiate et al., 2017). Como mostrado aqui, Rrp44, a outra subunidade catalitica do
complexo, também apresenta fendtipo nuclear. Por outro lado, as duas subunidades
do core apresentaram uma localizagdo bastante diferente quando superexpressas.
Tanto Rrp4l quanto Rrp43 apresentam um leve acumulo no ndcleo, e seu sinal
citoplasmatico é quase tdo forte quanto seu sinal nuclear, sendo que em algumas

células, Rrp43 apresenta granulos citoplasmaticos.

A DIC Rrp6-GFP DAPI Merge

o
:..:H‘. . .
B Rrp44-GFP DAPI Merge
< . .

c Rrp41-GFP DAPI Merge

Rrp43-GFP DAPI Merge

Figura 16. Super expressao das subunidades epissomais do exossomo altera sua localizagao.
Analise da localizag&o subcelular das subunidades epissomais super expressas fusionas ao GFP na
cepa selvagem BY4742. Quando super expressas, Rrp6 (A) e Rrp44 (B) localizam no nucleo, mas ndo
€ mais possivel visualizar seu enriquecimento nucleolar. As subunidades Rrp4l (C) e Rrp43 (D)
apresentam forte sina citoplasmético além do sinal nuclear.
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Considerando que ambas as subunidades cataliticas apresentaram fendtipo
nuclear, decidimos testar a importancia de Rrp6 e Rrp44 no transporte nuclear de
Rrp4l e Rrp43. Para testarmos a importancia de Rrp44, utilizamos a cepa
Arrp44/GAL::RRP44 (ver materiais e métodos), a qual possui um plasmideo que
contém a sequéncia que codifica a copia selvagem de Rrp44 sob controle do promotor
GAL1. Essa cepa foi transformada com os plasmideos contendo GFP-Rrp6, GFP-
Rrp44, GFP-Rrp4l e GFP-Rrp43, e a localizagdo das subunidades foi avaliada na
presenca (crescimento em galactose) e em baixos niveis (crescimento em glicose) de
Rrp44. O uso de um promotor condicional se faz necessario, uma vez que Rrp44 é
essencial para viabilidade da célula e ndo € possivel depleta-la completamente da
célula. Os resultados mostram que, assim como na cepa BY4742, as subunidades
cataliticas continuam concentradas no nucleo, e as subunidades do core ainda
apresentam forte sinal citoplasmatico e um leve acamulo no ndcleo, tanto na presenca

guando em baixos niveis de Rrp44 (Fig. 17).
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Arrp44/GAL::A-RRP44/GFP-

RRP44

RRP6

RRP41

RRP43

Figura 17. Dele¢do de Rrp44 nao afeta a localizagcédo subcelular das subunidades do core Rrp41
e Rrp43. A cepa Arrp44/GAL::A-RRP44 foi transformada com os plasmideos expressando as
subunidades Rrp44, Rrp6, Rrp4l e Rrp43 em fusdo com o GFP, e incubadas em meio contendo ou
galactose (expresséo de RRp44) ou glicose (repressao de Rrp44). Todas as quatro subunidades estao
concentradas no nucleo, entretanto o sinal citoplasmético de Rrp4l e Rrp43 também é visivel. As
imagens foram adquiridas e editadas separadamente. O sinal das proteinas fusionadas ao GFP foi
comparado ao sinal de DAPI utilizando-se o programa ImageJ. Linha verde representam GFP e linha
azul, DAPI.
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Para avaliar a importancia de Rrp6 no transporte nuclear das demais
subunidades, utilizamos a cepa Arrp6 (ver materiais e métodos). Essa cepa é
termossensivel, ou seja, ela cresce bem em temperaturas mais baixas, como 25°C,
mas ndo cresce bem em temperaturas mais altas, como 37°C. A cepa Arrp6 foi
transformada com os mesmos plasmideos pUG34 contendo as subunidades do
exossomo, crescida em ambas as temperaturas listadas anteriormente, e entao,
analisadas por microscopia de fluorescéncia. Assim como visto com a cepa
Arrp44/GAL::RRRP44, a subunidade catalitica Rrp44 continua concentrada
fortemente no nucleo, e as subunidades do core apresentam sinal citoplasmatico,
apresentando um sinal levemente mais forte no nucleo (Fig. 18). Deixar mais claro

gue o core va talvez em conjunto, e que elas ndo conseguem ir sozinho.
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Figura 18. Localizacdo das subunidades do exossomo ha cepa Arrp6 Locahzac;ao das
subunidades epissomais Rrp44, Rrp4l e Rrp43 fusionadas ao GFP na cepa Arrp6 crescidas a 25°C
(temperatura permissiva), ou a 37°C (temperatura restritiva). Todas as imagens foram obtidas e
editadas separadamente. DAPI foi utilizado como marcador nuclear. O sinal das proteinas fusionadas
ao GFP relativo ao sinal de DAPI esta ilustrado a direita. Linhas verdes representam GFP e linhas azuis,
DAPI.

A condicdo de superexpressdo nos mostrou que, mesmo em altos niveis de
expressdo, Rrp44 continua concentrada no nucleo. Esse dado nos sugere que essa

7z

subunidade possivelmente contém seu proprio NLS, e por isso € capaz de ser

transportada para o nlcleo e se concentrar nesse compartimento. Ja a
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superexpressao de Rrp41l e Rrp43 nos mostrou que, apesar do forte sinal proveniente
do citoplasma, essas subunidades continuam indo para o0 nucleo. Muito
provavelmente, as duas subunidades do core analisadas aqui precisam de outras
subunidades do exossomo para que possam ser transportadas para o nucleo ou até
para se manterem estaveis no ndcleo. Ainda assim, mais testes sdo necessarios para

compreendermos de forma mais completa o transporte nuclear do complexo.

O N-terminal de Rrp44 é responsavel por sua localizacdo nuclear.

Os nossos resultados anteriores mostraram que, quando expressa em niveis
endogenos, Rrp44 encontra-se concentrada no nucléolo. Quando analisamos a
localizacdo de GFP-Rrp44 em elevados niveis de expressao, GFP-Rrp44 se mostra
capaz de acumular no nucleo. Os resultados obtidos sugerem que Rrp44 possua seu
proprio NLS. Na tentativa de encontrar sequéncias consenso de NLSs, a sequéncia
da Rrp44 selvagem foi analisada em um programa preditor de NLSs pelo pos-
doutorando Fernando Gonzales (Okuda et al., 2020), além disso a sequéncia da
Rrp44 de levedura foi comparada com as de outras espécies. Foram encontrados trés
possiveis sinais de enderecamento nuclear (ver materiais e métodos) em diferentes
regides da proteina.

O primeiro NLS putativo (NLS1) esta dentro do dominio PIN de Rrp44, sendo
bastante similar aos PY-NLSs. O segundo NLS putativo (NLS2) esta dentro do
dominio CSD2, e a sua sequéncia foi encontrada por um programa preditor de sinais
de localizac&o nuclear. O terceiro NLS putativo (NLS3) esta dentro do dominio S1, e
foi caracterizado como o principal NLS da subunidade Rrp44 em D. melanogaster

(Mamolen et al., 2010).
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Para avaliarmos a importancia de cada um dos dominios de Rrp44 e dos
possiveis NLS na localizacdo nuclear dessa subunidade, construimos diferentes
mutantes de delecdo e mutantes pontuais para as sequéncias putativas de NLSs. Na
figura 19 temos, primeiramente, a subunidade Rrp44 completa, com os trés NLSs
putativos representados pelas barras azul marinho dentro de seus respectivos
dominios, e as sequéncias consenso estao identificadas em vermelho. Abaixo temos
os diferentes mutantes de delecdo e mutantes pontuais construidos por mim e por

Fernando Gonzales (Okuda et al., 2020).
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Figura 19. Representacao esquematica dos mutantes de delecdo e mutantes pontuais de Rrp44.
O dominio de atividade endonucleolitica chamado de PinC esta representado em cinza, o dominio de
atividade exonucleolitica RNB esté representado em laranja. Os demais dominios de interagdo com
RNA (CSD1, CSD2 e S1) estdo representados no esquema. A posicdo dos NLS putativos esta
representada em azul escuro, e sua sequéncia consenso esta reforcada em vermelho. Os asteriscos
sobre as barras vermelhas dos NLS indicam a posi¢do dos mutantes pontuais.

Os diferentes mutantes de delecdo e pontuais de Rrp44 foram clonados no
plasmideo pUG34, fusionados a GFP no seu N-terminal, sob controle do promotor
MET25. Esse plasmideo foi transformado na cepa BY4742 e a localizacao de cada
um dos mutantes foi avaliada por microscopia de fluorescéncia. A figura 20 mostra a
localizagcédo de cada um dos mutantes de dele¢céo. A sequéncia de Rrp44 selvagem foi
utilizada como controle positivo, e o plasmideo vazio, expressando GFP foi usado
como controle. DAPI foi utilizado como marcador nuclear. E possivel observar que
alguns mutantes de dele¢do, como Rrp44(i-gss), Rrp44i-a75), Rrp44ases-407), Rrpd4 -
363)(408-985) € 0S Mutantes pontuais Rrp44rsezar3est € Rrpddpisrayissa) apresentam
fendtipo nuclear, assim como visto no controle positivo. Por outro lado, os mutantes
Rrp44236.475) € Rrp44a7s.1001) apresentaram fenotipo citoplasmatico, mais parecido
com o que € visto no controle negativo. Um dos mutantes, Rrp44i-21s), possui dois
fendtipos diferentes: tanto concentrado no nucleo quanto em granulos muito proximos

ao marcador nuclear.
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Figura 20. Localizacdo dos mutantes de Rrp44 mostram que o NLS1 é o mais importante para
localizac&o nuclear de Rrp44. A microscopia de fluorescéncia mostra a localizac@o subcelular dos
mutantes de Rrp44 expressos em células selvagens. Analise de GFP-Rrp44 relativa a DAPI utilizando-
se o programa ImageJ é mostrada a direita. As linhas em verde representam o sinal de GFP, e as linhas
em azul, DAPI. Células expressado Rrp44-218) apresentou dois fendtipos, ambos representados aqui.

Como houve variacdo dos fenétipos dos mutantes de Rrp44, nés fizemos a
contagem da localizacdo de cada célula expressando cada um dos mutantes
analisados por meio da microscopia de fluorescéncia. Como a expressao pelo
plasmidial € bastante heterogénea, selecionamos apenas as células que expressam

o GFP fusionado a proteina, e a localizacéo foi feita de forma comparativa, utilizando-
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se células que ndo apresentavam sinal como parametro para remocéao do background.
Para a contagem, foram utilizados véarios campos de experimentos de 3 dias
diferentes, seguido pelo célculo da porcentagem de cada fenétipo. A figura 21 mostra
a porcentagem de cada fendétipo referente aos diferentes mutantes, o que nos permite
correlacionar os fendtipos vistos na microscopia de fluorescéncia (Fig. 20) com a
populacdo celular. O gréafico da porcentagem nos mostra que a maior parte (de 80%
a 90%) das células expressando a proteina selvagem e os mutantes Rrp44i-gss),
Rrp441-475), Rrp44asss-a07), Rrp44(1-363)408-985) € 0S mutantes pontuais Rrp44 rae7a,r398T)
e Rrp44r1s7a,v188a) tem sinal nuclear. No caso de Rrp44i-218), mais de 60% das células
apresentavam fenotipo nuclear, e mais de 30% apresentavam fenotipo granular. Além
disso, os mutantes Rrp442ss-47s) € Rrp44urs-1001) tem quase todas as suas células
(aproximadamente 98%) com um sinal espalhado por toda a area celular, sem
apresentar uma maior concentracdo no nucleo.

Os resultados de microscopia, suportados pela contagem celular mostram que
o N-terminal € responsavel pela localizacdo nuclear de Rrp44, uma vez que 0S
mutantes contendo no minimo a regido dos aminoacidos 1-218 tém localizacao

nuclear.
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Localizagcao dos mutantes de delegao de Rrp44
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Figura 21. Andlise quantitativa das células expressando os mutantes epissomais de Rrp44
fusionados ao GFP. A porcentagem de células que apresentaram sinal da fusdo GFP-mutantes Rrp44
concentrada no nlcleo esta representada em azul; células que apresentaram a GFP-mutante Rrp44
concentrada no nlcleo mas com um sinal citoplasmatico estéo representado em laranja; células que
apresentaram a GFP-mutante Rrp44 por toda a célula estdo em cinza; em amarelo estdo representados
0s agregados.

A expressao de cada um dos mutantes foi confirmada pelo ensaio de western
blot. Utilizamos duas porcentagens diferentes de acrilamida (10% e 8%) levando em
consideracdo o tamanho dos diferentes mutantes. As proteinas foram identificadas
utilizando o anticorpo anti-GFP. O anticorpo anti-Pgk1, que reconhece a fosfoglicerato
guinase, foi utilizado como controle interno da quantidade proteica de cada extrato.

Na figura 22A, correspondente ao gel de 10% de acrilamida, podemos confirmar a
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expressdo do GFP vazio e dos mutantes de menor tamanho, como Rrp44(i21s),
Rrp4423e.475), Rrp44a.a7s) € Rrpd4ars1o01. Ja na figura 22B, além de confirmar a
expressdo de Rrp44 selvagem, é possivel identificar os mutantes Rrp44(i.ogs),
Rrp44pis7a,y188a) € Rrpd4(rag7a,r398T), OS quais apresentam bandas do mesmo tamanho
da banda da proteina selvagem; e os mutantes Rrp44 asss-407) € Rrp441-363)408-985), quUE
apresentam bandas um pouco menores quando comparadas a de Rrp44 full-lenght.
Além disso, os resultados nos mostraram que todos os mutantes foram clonados
corretamente em fusdo com GFP e, de forma geral, todos sdo expressos nos mesmos
niveis, com excecao de Rrp443s.475), que apresenta um sinal um pouco mais forte. O
sinal do controle (Pgkl) mostra que os extratos tinham, mais ou menos, a mesma

guantidade de proteina total.
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Figura 22. Expresséo epissomal dos mutantes GFP-Rrp44 na cepa selvagem. O ensaio de western
blot foi feito para determinar os niveis de expressao dos mutantes. O extrato celular total foi separado
por SDS-PAGE e analisado por western blot com anticorpos contra GFP e Pgk1, utilizado como controle
interno da quantidade proteica de cada extrato. A. Western blot utilizando-se gel 10% de poliacrilamida.
B. Western blot utilizando-se gel 8% de poliacrilamida.
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Para verificar a capacidade dos mutantes construidos de complementar a
funcao de Rrp44, utilizamos a cepa Arrp44/GAL::RRP44. Esta cepa ndo possui o gene
endogeno de Rrp44, mas possui um plasmideo capaz de expressar a copia selvagem
de Rrp44 sob controle do promotor GAL1. Essa cepa foi transformada com 0s mesmos
plasmideos contendo os mutantes de Rrp44, e realizamos testes de complementacéo
do crescimento em trés condicdes diferentes. As células foram incubadas overnight
em meio minimo, contendo galactose, suplementado com o0s aminoacidos
necessarios ao crescimento e metionina, que inibe a expressdo do mutante de
delecdo. As culturas de leveduras foram, entdo, normalizadas para ODeoo~0,1,
diluidas em série em agua MilliQ autoclavada e plaqueadas. Utilizamos duas fontes
de carbono diferentes para que as células crescessem na presenca (Gal) ou em
baixos niveis (Gli) da copia selvagem de Rrp44, e expressando mais (-met) ou menos
(+met) o mutante fusionado a GFP.

Rrp44 full-length epissomal, assim como o0s mutantes Rrp44i-oss),
Rrp44pis7a,yissa) € Rrp44rasza rasst), COmMplementaram o crescimento. Alguns outros
mutantes complementaram parcialmente o crescimento, como no caso de Rrp44 azss-
407), Rrp441-363)475-985) € Rrp44a-a75). Todos esses mutantes, que complementaram
total ou parcialmente o crescimento da cepa Arrp44/GAL::RRP44, apresentaram
fendtipo nuclear quando analisados na microscopia, 0 que corrobora os resultados
descritos acima. O mutante Rrp44.218, apesar de se encontrar no nucleo, néo é
capaz de complementar o crescimento da levedura, assim como 0s mutantes
Rrp44236-475) € Rrp447s-1001), 0S quais foram encontrados espalhados por toda célula
nos ensaios de microscopia. Os mutantes Rrp44 ss-1001) € Rrp44as2e6-987) apresentados
neste experimento ndo foram utilizados como mutantes validos pois ndo apresentaram

sinal no western blot, ou possuiam localizagbes ambiguas. De forma interessante,
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guando Rrp44 esta expressa em altos niveis (+Gal -Met), o crescimento das células é
afetado negativamente. Provavelmente, a superexpressdo desta subunidade

catalitica afeta o metabolismo de RNA, inibindo no crescimento da célula.
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Figura 23. Anélise da complementacdo dos mutantes de Rrp44 na cepa Arrp44/GAL::RRP44. A
cepa condicional Arrp44/GAL::RRP44 foi transformada com o plasmideo contendo os mutantes de
Rrp44 sob controle do promotor MET25, e incubado em meio contendo galactose (expresséo de Rrp44
selvagem) ou glicose (baixos niveis de Rrp44 selvagem), na presenc¢a ou auséncia de metionina (baixos
ou altos niveis de expressdo dos mutantes, respectivamente). Os mutantes Rrp44agesa-407) € Rrpd4a-
363)(408-985) complementam parcialmente o crescimento em glicose, jA 0os mutantes Rrp44.oss),
Rrp44rso7ar3est € Rrpd4pis7avissa complementam totalmente o crescimento em glicose, apesar da
superexpressdo de Rrp44piszavissa inibir o crescimento em galactose. Os mutantes Rrp44(asze-9s7) €
Rrp44ss4-1001) NA0 apresentaram sinal no ensaio de western blot, ou apresentaram localizagdo ambigua
e por isso nao foram mais estudados.
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O fato da maioria dos mutantes de Rrp44 que localizam no nucleo
complementarem total ou parcialmente o crescimento da levedura reforca a
importancia da funcdo do exossomo no nucléolo, participando da maturacdo do RNA
ribossomal (Okuda et al., 2020), sugerindo que essa seja a principal funcdo do
complexo na célula. O mutante Rrp441-218) Ndo complementa o crescimento de Rrp44,
porque este mutante ndo possui 0 dominio RNB, que é essencial para a funcdo de
Rrp44. Por outro lado, o mutante Rrp441.475) N0S chamou atengdo, uma vez que esse
mutante esta localizado no nucleo, complementa parcialmente a fungdo, porém
também n&o possui o dominio RNB. Uma das hipoteses para explicar essa
complementacao parcial do crescimento é a de que Rrp44.475 estaria se ligando ao
core do complexo exossomo, e poderia influenciar positivamente a atividade de Rrp6,
gue por sua vez, poderia estar exercendo parte da funcdo de Rrp44.

Os resultados de microscopia anteriores mostraram que aproximadamente
30% das ceélulas do mutante Rrp44-218) apresentam agregados muito proOxXimos ao
sinal de marcador nuclear Dapi. A fim de determinar se o mutante Rrp44-218) estava
acumulando dentro do nucleo, clonamos o t-dimer (dois RFPs em sequéncia) no C-
terminal de Nup57, uma proteina do poro nuclear, e inserimos o plasmideo pUG34-
Rrp44-218,, 0 mesmo utilizado nos experimentos anteriores. Na figura 24A é possivel
observar o fenétipo de agregados formado por esse mutante. Os agregados estao
muito proximo ao marcador do poro nuclear, entretanto, quando observamos com
cuidado, é possivel afirmar que estdo localizados na parte mais externa ao nucleo, o
que nos permite inferir que o mutante Rrp44.213y N0 estd acumulando dentro do
nucleo. Entretanto, quando esse mutante ndo forma agregados (Fig. 24B), é possivel

detectar seu sinal nuclear. Portanto, apesar de em alguns casos (~30%) esse mutante
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se acumular em granulos do lado de fora do nucleo, na maioria das vezes (~65%), 0

mutante Rrp44.218) € capaz de ser transportado e se localizar dentro do nucleo.

A. Rrp44(;_515 Poronuclear Merge

- ...

B. Rrp44(;_51g) Poronuclear Merge

Figura 24. Anélise da localizagdo do mutante GFP-Rrp441-218) por microscopia spinning-disk. A.
Os agregados de Rrp44-218) aparecem proximos a membrana nuclear, mas do lado citoplasmatico. B.
O mutante Rrp44-218) aparece concentrado no nucleo. A proteina Nup57 foi utilizada como marcador
do poro nuclear para distinguir o limite da regido entre o nicleo e o citoplasma.

Como os dados de microscopia obtidos dos mutantes de delecdo de Rrp44 é
possivel afirmar que, apesar de ndo complementar totalmente a funcéo da proteina
selvagem, o N-terminal de Rrp44 é transportado para o nucleo. Portanto, o NLS1

parece ser 0 mais importante para o transporte nuclear de Rrp44. Alguns estudos com
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relacdo a sequéncia do NLS ainda sao necessarios para comprovar a importancia do

NLS1 no transporte nuclear de Rrp44.

As carioferinas Srpl e Kap95 séo responséaveis pelo transporte

nuclear de Rrp44.

Nossos dados mostram que Rrp44 possui seu proprio sinal de enderecamento
nuclear, uma vez que essa encontra-se concentrada no nucleo, sendo seu N-terminal
a regiao responsavel por sua localizacdo nuclear. Para entendermos um pouco mais
sobre o mecanismo de transporte nuclear de Rrp44 em levedura, decidimos avaliar
gual seriam as carioferinas importantes para localizacdo nuclear de Rrp44. Para tal,
decidimos utilizar algumas carioferinas importantes para o transporte de proteinas da
via de maturacdo do RNA ribossomal, além das carioferinas responsaveis pelo
transporte nuclear da subunidade Rrp6, e carioferinas especificas para sequéncia de
NLSs especificos, como o PY-NLS.

A fim de avaliar quais carioferinas seriam importantes para o transporte nuclear
de Rrp44, os mutantes de delecdo das carioferinas ndo essenciais Kap104, Kapl114,
Kapl23 e Sxml foram transformados com o plasmideo pUG34-Rrp44. A cepa
selvagem BY4742 transformada com o mesmo plasmideo foi utilizada como controle.
As cepas foram crescidas inicialmente a 30°C, e depois reinoculadas em para
crescimento a 25°C (temperatura permissiva) e a 37°C (temperatura restritiva), por
aproximadamente 15h. A localizacdo de GFP-Rrp44 nesses mutantes de delec¢éo foi,
entdo, avaliada por microscopia de fluorescéncia confocal. DAPI foi utilizado como

marcador nuclear.
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A localizacdo de GFP-Rrp44 nos mutantes Akapl23 e Asxml, tanto a 25°C
quanto a 37°C, é nuclear (Fig. 25A). Apesar de ndo possuirmos a marcagao nuclear
na cepa Akap114, é possivel observar que Rrp44 esta concentrada em uma unica
regido, sugerindo que essa se encontra concentrada no nucleo (Fig. 25B). No caso da
AKap104, a localizagdo de GFP-Rrp44 foi analisada apenas a 30°C em um
microscopio de fluorescéncia convencional. Nessa condicéo, o fenétipo de GFP-Rrp44
se manteve nuclear (Fig. 25C). Portanto, a auséncia das carioferinas analisadas néo
interfere na localizacéo de Rrp44, o que nos sugere que nenhuma dessas carioferinas

seja a principal rota de importacéo da subunidade Rrp44.
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Figura 25. Localizacdo de GFP-Rrp44 nédo é afetada em mutantes das carioferinas Kapl114,
Kap123, Kap104 e Sxm1l. A. A delecéo das carioferinas ndo essenciais Kap123 ou Sxm1 néo afeta a
localizacdo de GFP-Rrp44. As células foram crescidas a 25°C ou 37°C pois as cepas s&o
termosensiveis. A localizagdo de GFP-Rrp44 foi analisada por microscopia confocal Laser scanning. A
cepa selvagem foi utilizada como controle da localizacéo. B. Analise da localizagdo de GFP-Rrp44 na
cepa Akapl14. Apesar da marcacgédo nuclear nao ter sido eficiente, é possivel ver o sinal de GFP-Rrp44
concentrado em uma Unica regido, o que ndo € alterado mesmo na mudanga de temperatura. C.
Localizacdo de GFP-Rrp44 na cepa Akapl104 a 30°C mostra que em condi¢gdes normais, a auséncia de
Kapl04 néo afeta a localizacdo de GFP-Rrp44.

Para avaliarmos a importancia das carioferinas essenciais Srpl e Kap95, as
guais se mostraram importantes para o transporte nuclear da subunidade Rrp6
(Gonzales-Zubiate et al., 2017), noOs utilizamos as cepas Asrpl/GAL:SRP1 e
Akap95/GAL::KAP95 (ver materiais e métodos) e as transformamos com o plasmideo
pUG34-Rrp44. Como essas duas carioferinas sdo essenciais para o crescimento da
célula, os mutantes possuem a ORF da carioferina correspondente clonada no
plasmideo YCplac33, sob controle do promotor de galactose e em fusdo com Proteina
A. Assim sendo, quando galactose era a fonte de carbono, o gene da carioferina era
expresso, e inibido quando utilizamos glicose como fonte de carbono.

Inicialmente, Asrpl/GAL::SRP1 e Akap95/GAL::KAP95, transformadas com
pUG34-Rrp44, cresceram overnight em meio contendo galactose e aminoacidos
necessarios. No dia seguinte as células foram reinoculadas em galactose e glicose
mais aminoacidos necessarios, e cresceram de 14h a 16h. As células foram coletadas,
fixadas com metanol 70% e analisadas por microscopia de fluorescéncia.

A figura 26A mostra a localizacdo de GFP-Rrp44 na presenca (gal) e em baixos
niveis (gli) de Srpl. Quando comparamos as duas condicfes, € possivel ver que o
sinal de GFP-Rrp44 é nuclear quando Srpl esta bem expressa. Contudo, quando a
carioferina Srpl encontra-se em baixos niveis nas células, a localizacdo de GFP-
Rrp44 continua nuclear, mas € possivel detectar o sinal da proteina no citoplasma, o

gue sugere que Srpl seja importante para a localizacdo nuclear de Rrp44. Ja o
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mutante de carioferina Kap95, quando crescido em galactose, condi¢ao na qual Kap95
€ expressa, apresenta um sinal quase que exclusivamente nuclear de GFP-Rrp44.
Entretanto, em baixos niveis de expressao de Kap95 (crescimento em glicose), é
possivel detectar o sinal citoplasmatico de GFP-Rrp44, mostrando que a carioferina 3

Kap95 tem papel importante na localizagdo nuclear de Rrp44 (Fig. 26B).

A
Asrp1/Gal::SRP1

GFP-Rrp44

Akap95/Gal::KAP95
GFP-Rrp44

Glu

Figura 26. Inibicdo da expresséao das carioferinas afeta na localizac&o subcelular de GFP-Rrp44.
Imagens obtidas em um Microscopio confocal Laser scanning mostram a localizagdo subcelular de
GFP-Rrp44 em altos (gal) e baixos (glu) niveis das carioferinas essenciais. O sinal de GFP-Rrp44
relativo ao sinal de DAPI foi analisado pelo programa ImageJ e est4 representado nos graficos a direita.
Em verde temos a intensidade/comprimento analisada de GFP. Em azul temos a
intensidade/comprimento analisada de DAPI. A. Localizagdo de GFP-Rrp44 na cepaAsrpl/GAL::SRP1.
B. Localizacdo de GFP-Rrp44 na cepa Akap95/GAL::KAP95.
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Ensaios de western blot foram feitos para confirmar a expresséo de GFP-Rrp44
nos mutantes de carioferinas, utilizando-se anticorpo anti-GFP para identificacdo. As
carioferinas Srpl e Kap95 estavam clonadas em fusdo com a proteina A, reconhecida
por 1gG. Entdo, para confirmar a queda da expressao de Srpl e Kap95, comparamos
o extrato total das células que cresceram em galactose com as células crescidas em
glicose (Fig. 27). Podemos afirmar que o crescimento em glicose diminuiu
notavelmente a expressao das carioferinas, o que corrobora nossos resultados de
alteracdo na localizacdo de GFP-Rrp44 nas cepas mutantes de carioferinas quando
crescidas em glicose. O anticorpo anti-Pgkl foi utilizado como controle interno da

guantidade proteica de cada extrato.
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Figura 27. Western blot mostrando os niveis de expressédo de GFP-Rrp44 e das carioferinas Srpl
e Kap95. O western blot mostra o baixo nivel de expresséo das carioferinas quando crescem em glicose
(Glu). O anticorpo anti-Pgk1 foi utilizado para controle interno da quantidade proteica de cada extrato.
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A fim de confirmar a importancia de Srpl e Kap95 no transporte nuclear de
Rrp44, realizamos o experimento de coimunoprecipitacdo. As mesmas cepas usadas
anteriormente, ASrpl/GAL::SRP1 e AKap95/GAL::KAP95, agora contendo ou o
plasmideo pUG34-Rrp44 ou o plasmideo pUG34 vazio, foram crescidas em meio
contendo galactose mais aminoacidos necessarios. O plasmideo pUG34-Rrp44
expressa a Rrp44 fusionada ao GFP, e o plasmideo pUG34 expressa GFP, e por isso,
o ultimo foi utilizado como controle negativo. As carioferinas epissomais estavam
fusionadas a proteina A, que além de permitir a identificagdo dessas proteinas por
western blot, também possui afinidade pela resina de IgG sepharose, o que permitiu
a utilizagdo dessas proteinas como isca no ensaio de coimunoprecipitacao.

ApOs crescimento até a fase exponencial, as células foram lisadas e os extratos
foram incubados em IgG sepharose por 2 horas. A resina foi, entdo, lavada, as
proteinas foram eluidas, e foi feito o ensaio de western blot. A figura 28 mostra o Input
e a eluicdo de cada uma das cepas mutantes de carioferina com expressao de GFP
ou de GFP-Rrp44. Podemos observar que a subunidade do exossomo Rrp44 é
coimunoprecipitada com ambas as carioferinas, sendo que o sinal de GFP-Rrp44
aparece mais fortemente na eluicdo com a carioferina Srpl, quando comparado ao

seu sinal na eluicdo com Kap95.
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Figura 28. Interacdo indireta de Rrp44 com as carioferinas Srpl e Kap95. GFP-Rrp44 é
coimunoprecipitada com ProtA-Srpl e ProtA-Kap95. Cepas de levedura expressando ProtA-Srpl ou
ProtA-Kap95, e GFP ou GFP-Rrp44 foram utilizadas nos experimentos de coimunoprecipitacdo. ProtA-
Srpl e ProtA-Kap95 foram imobilizadas em beads de IgG-sepharose, e as proteinas
coimunoprecipitadas foram analisadas por western blot com anticorpo anti-GFP. Apenas o Input e as
eluicdes sdo mostradas.

A proteina GFP sozinha também € capaz de coimunoprecipitar com as duas
carioferinas, mas com um sinal muito mais fraco. Para testar, entdo, se GFP estava
de fato interagindo com as carioferinas ou se estava se ligando a propria resina de
forma inespecifica, nés fizemos novamente o ensaio de coimunoprecipitacdo, desta
vez utilizando a cepa selvagem BY4742. A cepa selvagem foi transformada com os
mesmos plasmideos contendo GFP e GFP-Rrp44. As células foram crescidas, desta
vez em glicose, lisadas e 0 ensaio de coimunoprecipitacao foi feito. A figura 29 mostra
o Input e a eluicdo do ensaio. Podemos ver tanto a banda de GFP quanto de GFP-
Rrp44 no Input. Quando analisamos a eluicdo, podemos ver que a banda de GFP
permanece forte, sendo detectavel assim como é na coimunoprecitacdo na presenca

das carioferinas. J4 a banda de GFP-Rrp44 quase nédo € visivel na eluicdo, bem
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diferente do que é visto com as carioferinas. Portanto, GFP esté interagindo de forma
inespecifica com a resina. Além disso, apesar de GFP-Rrp44 apresentar um fraco
sinal quando coimunoprecipitada sem as carioferinas, seu sinal € muito mais forte
guando GFP-Rrp44 esta na presenca das carioferinas Srpl e Kap95, mostrando que

GFP-Rrp44 esta, de fato, coimunoprecipitando com ambas as carioferinas.
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Figura 29. GFP interage inespecificamente com a resina IgG sepharose. Extratos totais de
leveduras expressando GFP ou GFP-Rrp44 foram incubadas com beads de IgG-sepharose, e apés
lavagem, as proteinas eluidas foram analisadas por western blot com anticorpo Anti-GFP. Apenas o
Input e a eluicdo sdo mostrados acima. GFP se liga de forma inespecifica a 1IgG-sepharose, com uma
afinidade maior quando comparada a GFP-Rrp44.

Para avaliarmos a interacdo direta de Rrp44 com Srpl e Kap95, decidimos
realizar o experimento de pull-down. O plasmideo pGEX-Rrp44, expressando Rrp44
fusionada ao tag de GST, foi transformado na cepa BL21 de E. coli e sua expresséo
induzida com IPTG. Como controle negativo, utilizamos o pGEX vazio, expressando

o tag de GST. A mesma cepa foi utilizada para a expressao de Srpl e Kap95, ambas
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fusionadas ao tag de histidina. Apos a inducgéo, as células foram lisadas, os extratos
quantificados e o experimento de pull-down iniciado. NOs utilizamos a resina de
glutationa sepharose, incubando primeiramente os extratos totais de GST e de GST-
Rrp44. O GST tem afinidade pela resina de escolha, o que faz com que o GST e o
GST-Rrp44 figuem retidos na sepharose. Apds lavarmos, os extratos totais de His-
Srpl e His-kap95 foram incubados, seguido pela lavagem e elui¢cdo. O Input e eluicéo
foram, entéo, analisados por western blot. Para a identificagcdo de GST e GST-Rrp44,
foi utilizado anticorpo anti-GST; para a identificacdo de His-Srpl e His-Kap95, foi
utilizado anticorpo anti-His.

A figura 30A mostra western do input e eluicdo com o anticorpo anti-GST.
Podemos observar que GST e GST-Rrp44 estavam presentes no input, e ligaram
corretamente naresina, uma vez que aparecem com sinal forte na eluicdo. Além disso,
€ possivel notar que a proteina Rrp44 apresenta varios produtos de degradacéo,
apresentando varias bandas de tamanhos menores quando comparada a banda
correspondente a proteina inteira. A figura 30B mostra a mesma membrana, agora
incubada com anticorpo anti-His. Podemos observar as bandas tanto de Srpl quanto
de Kap95 no input, entretanto a banda de Srpl ndo esta presente nas eluicfes. A
auséncia de Srpl nas canaletas da eluicio nos mostra que, apesar de
coimunoprecipitar fortemente com Rrp44, as duas proteinas ndo se ligam diretamente.
Quando observamos as eluicbes contendo Kap95, é possivel notar que essa
carioferina, ao contrario de Srpl, esta presente na elui¢cdo do controle negativo (GST)
e na eluicdo de GST-Rrp44. Contudo, a banda de Kap95 é notavelmente mais forte

na interacdo com GST-Rrp44 do que com GST (controle negativo).
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Figura 30. Interacao direta de Rrp44 com carioferinas. GST-Rrp44 é capaz de interagir diretamente
com Kap95. GST e GST-Rrp44 expressas em E. coli foram ligadas a resina da glutationa-sepharose e
incubadas com extratos totais de E. coli contendo His-Srpl ou His-kap95. Depois da lavagem, as
proteinas ligadas a resina foram eluidas com glutationa reduzida e analisadas por western blot. A

mesma membrana foi incubada com os anticorpos anti-GST (membrana superior) e anti-His (membrana
inferior).

Para entendermos melhor quantas vezes mais forte o sinal de Kap95 é em
GST-Rrp44 em comparacdo com GST sozinha, quantificamos o sinal proveniente da
membrana. Para tal, utilizamos o programa ImageJ, delimitando a area das bandas e
as comparando. O resultado da quantificacdo mostra que o sinal de His-Kap95 € 6,6
vezes mais forte com GST-Rrp44 quando comparado ao sinal apenas com GST,

indicando que a interacdo entre Rrp44 e Kap95 seja direta.
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A fim de testar se a interacdo de Srpl com Rrp44 é dependente da presenca
de Kap95, nés misturamos os extratos totais de E. coli expressando as duas
carioferinas, e realizamos o experimento de pull-down. Na figura 31A, o western blot
com anti-GST nos mostra o input e a eluicdo, sendo possivel ver as bandas tanto do
controle negativo (GST) quanto GST-Rrp44. Podemos afirmar que ambas ligaram
bem a resina, uma vez que saem na eluicdo. A figura 31B nos mostra a mesma
membrana, desta vez com anticorpo anti-His. O resultado nos mostra que Srpl e
Kap95 estavam no Input, além disso, Kap95 continua interagindo com Rrp44 e, mais
fracamente, com a glutationa sepharose (Fig. 31). Entretanto, a banda de Srpl néo
aparece em nenhuma eluicdo, indicando que a carioferina B Kap95 néo é responsavel

pela interacdo indireta entre Srpl e Rrp44.
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Figura 31. Interagio direta de Rrp44 nio é dependente da formagéo do dimero carioferina a-
carioferina 8. GST-Rrp44 ndo é capaz de interagir diretamente com Srpl mesmo na presenca de
Kap95. GST e GST-Rrp44 expressas em E. coli foram ligadas a resina da glutationa-sepharose e
incubadas com a mistura de extratos totais de E. coli contendo His-Srpl e His-kap95. Depois da
lavagem, as proteinas ligadas a resina foram eluidas com glutationa reduzida e analisadas por western
blot. A mesma membrana foi incubada com os anticorpos anti-GST (esquerda) e anti-His (direita).
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Dessa forma, entendemos que apesar de Rrp44 n&o possuir a sequéncia de
um NLS classico, € possivel dizer que Srp1, a unica carioferina a da levedura,
influencia no transporte de Rrp44. E possivel que, em alguns momentos, Rrp44 esteja
acoplada a alguma proteina que seja reconhecida por Srpl, sendo transportada para
0 nucleo. Além de Srp1, a carioferina B Kap95, que na via classica de importacéao
nuclear forma dimero com Srpl, também influencia no transporte nuclear de Rrp44.
Sua auséncia leva a uma alteracao forte no fenotipo de localizagcdo de GFP-Rrp44. A
carioferina Kap95, além de coimunoprecipitar com Rrp44, é capaz de interagir
diretamente com essa subunidade, o que nos sugere uma via direta de importacao de

Rrp44 através de Kap95.
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Discussao

Como ja descrito na literatura, o complexo exossomo de levedura € encontrado
tanto no nucleo quanto no citoplasma (Allmang et al., 1999; Houseley et al., 2006;
Zinder and Lima, 2017). Nos nossos estudos, nés observamos que as subunidades
do exossomo Rrp4l, Rrp43, Rrp44 e Rrp6, quando expressas em niveis enddgenos,
apresentavam uma localizagdo quase que exclusivamente nuclear, estando
concentradas principalmente no nucléolo. Apesar do exossomo estar relacionado a
varias vias de maturacdo e de degradacdo de RNAs, o fato desse complexo se
encontrar concentrado no nucléolo enfatiza a importancia do complexo na maturacao
do RNA ribossomal (Klinge and Woolford, 2019; Kressler et al., 2017; Zinder and Lima,
2017).

Quando observamos os resultados das seccbfes em Z das imagens de
microscopia de fluorescéncia, é possivel observar que o sinal do exossomo-GFP néo
colocaliza exatamente com o sinal de Rpal90-mCherry (a maior subunidade da
Polimerase 1). A existéncia de subcompartimentos nucleolares em levedura ja era
conhecida. Os subcompartimentos nucleolares foram descritos primeiramente
utilizando-se microscopia eletrbnica (Léger-Silvestre et al., 1999; Strom and
Brangwynne, 2019), mais recentemente, com as melhorias implementadas na
microscopia de fluorescéncia, foi possivel observar a existéncia desses
subcompartimentos nucleolares em eucariotos superiores por meio da fluorescéncia
(Feric et al., 2016; Yao et al., 2019). Nossos resultados corroboram com a existéncia
de um subcompartimento no nucléolo, que separaria a sintese do RNA ribossomal de
algumas etapas do seu processamento. Somando-se a isso, a separagao espacial

entre a sintese do rRNA e a sua maturagao por RNases é légica considerando o poder
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de degradacédo do exossomo, uma vez que se 0 complexo se encontrasse exatamente
no mesmo local do inicio da sintese do rRNA, aumentaria a chance de degrada-lo
indevidamente.

Os dados de quantificagdo confirmam o visto nas imagens de microscopia de
fluorescéncia, mostrando que 0 exossomo esta concentrado no nucléolo. Entretanto,
como os dados de enriguecimento do exossomo mostram quase néo haver sinal do
exossomo considerando-se a area do citoplasma, decidimos observar os dados de
sinal absoluto por compartimento, sem considerar a area em unidade de cada
compartimento. Neste caso, podemos observar o sinal de cada subunidade fusionada
ao GFP proveniente de cada compartimento analisado, mostrando que
aproximadamente 20-30% do sinal do exossomo esta presente no citoplasma. Sua
observacéao se torna mais dificil considerando a area do citoplasma, que é muito maior
gue a do nucleo. Contudo, o sinal nuclear ainda é o predominante (de 70-80%, sendo
20-30% proveniente do nucléolo).

Os dados referentes ao sinal de Rrp6 nos intrigaram, uma vez que essa
subunidade é descrita como exclusivamente nuclear e apresentou a mesma
porcentagem de sinal citoplasmatica das demais subunidades (Allmang et al., 1999;
Briggs et al., 1998). NOs decidimos analisar as subunidades Rrp6, Rrp4l e o cofator
citoplasmatico Ski7 por meio de microscopia de fluorescéncia e quantificacédo do sinal.
Devido ao forte sinal nuclear de Rrp6 e Rrp4l, torna-se complicado concluir apenas
com base nas imagens de microscopia de fluorescéncia. Quando avaliamos a
guantificacdo do sinal absoluto das subunidades considerando a célula inteira, é
possivel confirmar que Rrp4l é mais expressa que Rrp6 (Ghaemmaghami et al.,
2003), que por sua vez, € mais expressa gue Ski7. Contudo, quando olhamos apenas

para a quantificacdo do sinal absoluto proveniente do citoplasma, podemos afirmar
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gue a expressado de Ski7 e de Rrp6 é equivalente nesse compartimento. Esse dado é
muito intrigante pois a subunidade Rrp6 foi caracterizada como exclusivamente
nuclear (Allmang et al., 1999). Seria possivel a existéncia de dois pools de exossomo,
um interagindo com Rrp6 e outro com Ski7? Para podermos concluir sobre esses
dados, futuros estudos serdo necessarios.

Sabendo que quando expressas em nivel endoégeno, as subunidades do
exossomo se concentram no nucléolo, decidimos avaliar como o complexo seria
transportado para o nucleo. Para tal, as ORFs das subunidades Rrp6, Rrp4l, Rrp43
e Rrp44 foram inseridas no plasmideo pUG34, sob controle do promotor MET25,
fusionadas ao GFP no seu N-terminal pelo pos-doutorado Fernando Gonzales-
Zubiate. Os plasmideos foram transformados nas cepas BY4742, Arrp6 e
Arrp44/GAL::RRP44. Quando avaliamos a localizacdo das subunidades, podemos
observar que as subunidades cataliticas Rrp6 e Rrp44 apresentam uma localizacao
nuclear, enquanto as subunidades do core Rrp4l e Rrp43 apresentam sinal
citoplasmatico marcante e um sinal nuclear um pouco mais forte que seu sinal
citoplasmatico. NOs ja sabiamos que Rrp6 encontrava-se concentrada no nucleo
(Gonzales-Zubiate et al., 2017), e que esta subunidade, provavelmente ndo seria a
responsavel pela localizacdo do complexo exossomo, considerando que ela ndo é
essencial para levedura (Zinder and Lima, 2017).

O mais intrigante dos resultados € a localizacdo nuclear apresentada por Rrp44
guando superexpressa, localizacdo que ndo é obtida pelas outras subunidades
analisadas. Isso nos mostra que Rrp44 é capaz de localizar no nacleo de forma
independente do complexo exossomo e que, muito provavelmente, Rrp44 possui seu
préprio sinal de localizacdo nuclear e esta sendo transportada individualmente, uma

vez que a sua auséncia ndo alterou a localizacdo de Rrp41 e Rrp43 superexpressas.
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Ademais, a localizacdo heterogénea entre as subunidades levantou algumas
hipoteses em relagdo a existéncia de subcomplexos do exossomo e a sua montagem
final ocorrendo no préprio nucleo. Ja haviam sido observados subcomplexos do
exossomo por meio de espectrometria de massas (Hernandez et al., 2006), mostrando
diferencas nas forgas de interacdo de cada subunidade. Além disso, diversos estudo
vem mostrando a importancia individual de subunidades em processos celulares e em
diversos tipos de doencas (Morton et al., 2018; Slavotinek et al., 2020; Snee et al.,
2016; Wang et al., 2020; Weil3bach et al., 2015). O fato de diferentes subunidades
terem importancia variada de acordo com o processo celular, com o tecido, e também
com doencgas distintas mostra a importancia individual de cada subunidade do
complexo. Os nossos dados de localizagao obtidos, nos d&o indicios da existéncia de
subcomplexos, e de rotas de transporte nuclear independentes.

Para avaliarmos a capacidade de Rrp44 ser transportada para o nucleo de
forma independente, nds construimos diversos mutantes de delecdo e mutantes
pontuais fusionados ao GFP, e avaliamos sua localizacdo. Nossos resultados
mostraram que o N-terminal de Rrp44 é a regido mais importante para seu transporte
nuclear, sendo que o mutante Rrp441-475) foi 0 menor mutante que apresentou fenétipo
semelhante ao selvagem (em mais de 80% das células analisadas essa proteina
encontrava-se concentrada no nucleo). O mutante Rrp44-215) também apresentou
fendtipo nuclear em cerca de 65% das células analisadas, o que nos da indicios de
gue a regido responsavel pela localizacdo nuclear de Rrp44 esteja nessa regiao,
entretanto o NLS ndo seria o PY-NLS uma vez que o mutante pontual continua a
localizar no ndcleo. Mais estudos sdo necessarios para entendermos mais

profundamente a importancia do NLS1 no transporte nuclear de Rrp44. A figura 32
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mostra o resumo dos dados obtidos nos diferentes experimentos com os mutantes de

Rrp44.

Quando observamos os fenétipos apresentados pelo mutante Rrp44(i-21s),

pudemos observar que 30% das células expressando esse mutante) apresentaram

granulos citoplasméticos. Levando-se em consideragdo o fato de que o mutante de

delecdo representa apenas uma porcdo da proteina, e isso poderia levar a um mal

enovelamento da mesma, os granulos observados poderiam ser granulos de

degradacdo. Porém, para concluir que esses seriam granulos de degradacéo,

precisariamos de um estudo mais aprofundado e marcadores especificos para o

proteassomo.
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Figura 32. Resumo dos dados obtidos dos mutantes de delecdo de Rrp44. Cada um dos mutantes
de delecdo de Rrp44 esté representado acima, e os dados obtidos da localizacdo e de crescimento
significa citoplasma, “aggr’ significa

encontram-se resumidos a direita. “N” significa Nucleo,

agregados e “w” significa espalhado pela célula.
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Uma vez que sabiamos que o N-terminal de Rrp44 é a regido mais importante
para sua localizacdo nuclear, avaliamos a importancia de diferentes carioferinas no
transporte nuclear da subunidade Rrp44. Para tal, utilizamos mutantes de delecéao de
carioferinas essenciais e ndo essenciais para a célula. Assim como observado para
Rrp6 (Gonzales-Zubiate et al., 2017), a auséncia das carioferinas essenciais Srpl e
Kap95 influenciava na localizagc&o nuclear de Rrp44, contudo a carioferina Sxm1, que
se mostrou importante no transporte nuclear de Rrp6, ndo teve efeito na localizacao
de Rrp44.

Para confirmar a importancia de Srpl e Kap95 na localizac&o nuclear de Rrp44,
realizamos o0 ensaio de coimunoprecipitacdo, o qual mostrou Rrp44
coimuniprecipitando com ambas as carioferinas. Para avaliar se essa interacdo entre
Rrp44 e as carioferinas poderia ser direta, realizamos o ensaio de pull-down. Este
ensaio nos mostrou que Rrp44 é capaz de interagir diretamente com Kap95, de forma
independente de Srpl. Por outro lado, apesar da forte interagdo nos ensaios de
coimunoprecipitacdo, Rrp44 nao foi capaz de interagir diretamente com Srpl no
ensaio de pull-down.

Os resultados sédo coerentes com o fato de Srp1 ser uma carioferina a, sendo
que as carioferinas a sao capazes de reconhecer NLS classicos, e Rrp44 nao possui
nenhum NLS classico em sua sequéncia (Lange et al., 2007; Stewart, 2007). Portanto,
a subunidade Rrp44 precisaria estar interagindo com algum intermediario que fosse
reconhecido pela carioferina a para que o transporte nuclear fosse possivel (Fig. 33).
Ja no caso de Kap95, como Rrp44 interage diretamente com essa carioferina 3, essa
poderia ser uma via alternativa de transporte nuclear, na qual Kap95 reconheceria
diretamente Rrp44 e a levasse para o nucleo. A existéncia de vias alternativas para o

transporte das mesmas proteinas ja foi demonstrada (Chook and Suel, 2011), e
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também foi vista com a subunidade Rrp6 do exossomo (Gonzales-Zubiate et al.,

2017).

Srp1 Rrp44 Kap95 Rrpa4

Kap95
(e @

Cytoplasm

|| [ |
Nuclear Membrane
Nucleus

Kap95 Kap95

‘ Srp1 Rrpad ‘ Rrp44
v He ®

Nuclear Pore

Figura 33. Modelo do transporte nuclear de Rrp44. Nossos dados mostram duas vias pelas
guais Rrp44 é transportada. Em uma delas, Rrp44 estaria possivelmente interagindo com uma proteina
desconhecida que possui um NLS classico, e depois sendo transportada para o ndcleo. Na outra via,

Rrp44 seria reconhecida diretamente por Kap95, e sendo transportada para o nucleo.
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Conclusao

O exossomo de levedura € descrito na literatura como estando presente no
nacleo e no citoplasma, apesar de evidéncias de que algumas subunidades estejam
concentradas no nucleo. Neste trabalho, identificamos o0s possiveis sinais de
localizacdo nuclear em Rrp44, mostrando que o N-terminal de Rrp44 é importante
para seu transporte nuclear. Além disso, identificamos as carioferinas responséaveis
por esse transporte nuclear, mostrando a importancia de Srpl e Kap95. Analisamos
também a localizagdo subcelular das subunidades do core do exossomo, Rrp4l e
Rrp43, e demonstramos que apesar de estarem presentes no citoplasma, estéo
concentradas no nucleo, e principalmente no nucléolo. O mesmo acontece com as
subunidades cataliticas deste complexo, Rrp6 e Rrp44. Todas as quatro subunidades
apresentaram uma localizacdo subnucleolar diferente da observada para a RNA Pol
|. Estes dados séo de alta relevancia para o entendimento da funcéo do exossomo, ja
gue este participa do processamento e controle de qualidade do pré-rRNA. Com os
resultados obtidos aqui, mostramos que o0 exossomo deve ser recrutado para o
nucléolo durante as etapas iniciais de processamento do pré-rRNA, mas

permanecendo em um subcompartimento separado da sintese do rRNA.
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The RNA exosome is a multisubunit protein complex
involved in RNA surveillance of all classes of RNA, and is
essential for pre-rRNA processing. The exosome is conserved
throughout evolution, present in archaea and eukaryotes
from yeast to humans, where it localizes to the nucleus and
cytoplasm. The catalytically active subunit Rrp44/Dis3 of the
exosome in budding yeast (Saccharomyces cerevisiae) is con-
sidered a protein present in these two subcellular compart-
ments, and here we report that it not only localizes mainly to
the nucleus, but is concentrated in the nucleolus, where the
early pre-rRNA processing reactions take place. Moreover,
we show by confocal microscopy analysis that the core exo-
some subunits Rrp41 and Rrp43 also localize largely to the
nucleus and strongly accumulate in the nucleolus. These
results shown here shed additional light on the localization of
the yeast exosome and have implications regarding the main
function of this RNase complex, which seems to be primarily
in early pre-rRNA processing and surveillance.

The RNA exosome is a protein complex that participates in
processing and degradation of all classes of RNA in eukaryotes (1,
2). In Saccharomyces cerevisiae, the exosome is composed of a
nine-subunit core (Exo9) that contains a heterohexameric ring
formed by the subunits Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46, and
Mtr3, and a heterotrimeric “cap” formed by the subunits Rrp4,
Rrp40, and Csl4. Although the structure of the exosome core is
conserved from archaea to eukaryotes, it has no catalytic activity
in the latter (3). In yeast, Exo9 interacts with Rrp44/Dis3 in the
nucleus and cytoplasm to form a 10-subunit complex (Exo10).
Rrp44 is an RNase II family member, and has two catalytic sites,
one with endoribonucleolytic activity (PIN) and a second with
processive 3'-to-5" exoribonucleolytic activity (RNB) (4—6). In
yeast, the nuclear exosome contains Rrp6 (forming Exoll), an
extra catalytic subunit with a distributive 3'-to-5' exoribonu-
clease activity that binds to the trimeric cap and upper portion of
the hexameric ring, opposite to the Rrp44-binding site. Rrp6 is
the only nonessential exosome subunit, although the deletion of
its gene results in a slow growth phenotype, temperature sensitiv-
ity, filamentous growth, and RNA processing defects (7—12).
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Ribosome biogenesis involves the coordinated transcription,
surveillance, modification, and processing of precursor rRNAs,
which undergo modifications and several exo- and endonucleo-
lytic cleavage reactions during its maturation process (13, 14).
In the canonical pre-rRNA maturation pathway, the RNA exo-
some complex is responsible for the degradation of the spacer
sequence 5-ETS after cleavage at A, and for the 3’-5’ end proc-
essing of 7S pre-rRNA to the mature 5.8S rRNA (Fig. S14) (8,
15). The 5’-ETS is released co-transcriptionally and completely
degraded by the exosome, while SSU processome is formed by
association of U3 snoRNP and other factors to the pre-rRNA
being transcribed (16). Later during pre-rRNA processing,
endonucleolytic cleavage at the C2 site in ITS2 of pre-rRNA
278 separates pre-rRNAs 7S (5.8S + 5’ region of ITS2) and 26S
(3’ region of ITS2 plus 25S) (17), which undergo exonucleolytic
processing by the exosome and Ratl/Rail, respectively, to gen-
erate mature rRNAs 5.8S and 25S (17, 18). Mtr4 and the RNA
exosome are essential for the ITS2 processing of 7S after cleav-
age at C2 (18), when the exosome subunit Rrp44 shortens 7S to
the intermediate 5.8S + 30, which is then handed over to Rrp6
that trims it to 6S pre-rRNA, which gives rise to the mature
5.8S rRNA after further processing in the cytoplasm (19). Exo-
some is also involved in quality control steps of rRNA process-
ing, targeting 23S rRNA generated by direct cleavage at the A3
site for degradation, and unprocessed 358 rFRNA (Fig. S1B) (20—
22). Interestingly, despite the direct involvement of the exo-
some in 7S pre-rRNA processing and quality control, 60S subu-
nits bearing 7S have been identified in polysomes of exosome
cofactors mutants (23).

Although the structure and function of the exosome has
been extensively studied in recent years, detailed information
on the mechanisms responsible for the subcellular localization
of its different forms is still lacking. Despite the identification of
some of the yeast exosome subunits in the nucleolus (24), the
core subunits of this complex are regarded as mainly present in
nucleus and cytoplasm (3, 9, 24, 25). Rrp4 and Rrp6 have been
reported to be present in nucleus and nucleolus, in addition to
the cytoplasm in the case of Rrp4 (9). We have recently identi-
fied the nuclear import mechanisms for Rrp6 and shown that
this exclusively nuclear subunit has multiple transport path-
ways, being bound by the a-importin Srpl and B-importins
Kap95 and Sxml (12). To gather more information on the
transport of the exosome to the nucleus, we investigated the
nuclear import pathway of the other exosome catalytically
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Figure 1. Schematic representation of the deletion and point mutants of Rrp44. Structural and catalytic domains of Rrp44 are shown. Positions of puta-
tive NLS are shown in blue and their sequences are highlighted. Asterisks over NLS in red indicate the positions of the point mutations.

active subunit, Rrp44, and show here that importins Srpl («)
and Kap95 (), respectively, are responsible for this transport,
which occurs independently of Rrp6. Furthermore, we show
that the exosome complex is highly concentrated in the nu-
cleus, and more specifically in the nucleolus, where pre-rRNA
is transcribed and where the early processing reactions take
place.

Results

One of the essential functions of the exosome in yeast is the
processing of pre-rRNA in the nucleus, which underlines the
relevance of uncovering the mechanism of nuclear import that
allows this protein complex to enter the nucleus. We have pre-
viously shown that one of the exosome active subunits, Rrp6, is
transported to the nucleus by the karyopherins Srp1/Kap95 or
Sxml (12), but information on the other catalytically active

11196 . Biol. Chem. (2020) 295(32) 11195-11213

exosome subunit, Rrp44/Dis3, nuclear transport is lacking.
Rrp44 has five distinct structural domains: an endonuclease
PinC N-terminal domain, two CSD cold shock domains, an
essential exoribonuclease domain, RNB, and an RNA-binding
domain S1 (6). Based on software analyses (see “Experimental
procedures”), we identified the presence of three putative nu-
clear localization signals (NLSs) in the amino acidic sequence
of Rrp44 (named here NLS1, NLS2, and NLS3), each overlap-
ping one of the functional domains, PinC, CSD2, and S1,
respectively (Fig. 1).

NLS1 is a nuclear localization signal known as the PY-NLS,
located in the PinC domain of Rrp44 between residues 172 and
188 (*RAIRKTCQWYSEHLKPY'®*). A weak consensus motif
composed of an N-terminal hydrophobic or basic motif and a C-
terminal R/H/KX, sPY recognized by importins Kap104, Sxm1/
Kap108, Kap121, Kapl14, Nmd5/Kap119, and Kap95 (26-28).
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Figure 2. NLS1 is the most important region for Rrp44 nuclear import. Fluorescence microscopy images show the subcellular localization of the Rrp44
mutants expressed in WT cells. A, GFP, GFP-Rrp44, Rrp44,.9gs, Rrp44.475, Rrp44asssa07, and Rrp44-3s3)a0s-08s). B, Rrp441.218, Rrp44a3e.a7s, Rrp44azs.icot,
Rrp44p397a r30sa and Rrp44pg7, vissa- Analysis of GFP-Rrp44 relative to DAPI using Imagel is shown on the right. Cells expressing Rrp44_51g show two pheno-
types, both depicted here, with this mutant localized to the nucleus of 67% of cells, and present in aggregates in 30% of cells. GFP-Rrp44 relative to DAPI by
using ImageJ is shown on the right. Green lines represent GFP and blue lines represent DAPI. Images were acquired and edited separately. Quantification of dif-
ferent phenotypes is shown in Fig. S3.
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Figure 2—continued

NLS2 is located in the CSD2 domain between residues 370 and
401 (*°RRLLAKDAMIAQRSKKIQPTAKVVYIQRRSWR™) and
contains the consensus NLS, R/KX,LX,V/Y X, V/IXK/RX3K/R,
recognized by the importins Kap114, Kap95, Kap123, Psel, and
Kap104 (29). NLS3 is located at the C terminus of Rrp44
between residues 988 and 1001 (***DPITSKRKAELLLK'*").
The prediction of this NLS is based on its similarity to the
Drosophila Rrp44 (dDis3), which is recognized by importin

11198 . Biol. Chem. (2020) 295(32) 11195-11213

a3 (30, 31). These findings suggest that Rrp44 could be trans-
ported to the nucleus independently of other exosome
subunits.

NLS1 is essential for nuclear import

To explore the importance of each of Rrp44 NLSs for its nu-
clear import, we constructed plasmids for episomal expression
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Figure 4. Analysis of growth of conditional strain Arrp44/GAL::RRP44 expressing Rrp44 mutants. Conditional strain was transformed with plasmids con-
taining the Rrp44 mutants under control of MET25 promoter, and incubated in galactose (expression of WT Rrp44) or glucose (expression of Rrp44 mutants)
medium, in the presence or absence of methionine (lower and higher levels of the mutants, respectively). Mutants Rrp44, 354407 and Rrp44;. 33)1408-085) Par-
tially complement growth in glucose, whereas Rrp44, ggs, Rrp44g3gza raosa, aNd Rrp44p g7a v1sa fully complement growth in glucose, although overexpression

of the latter inhibits growth in galactose.

Rrp44 985, which lacks NLS3, but localizes to the nucleus, also
complements growth. These results reinforce those presented
above, that the Rrp44 mutants transported to the nucleus are
functional. Confirming the results of protein localization,
mutants Rrp44ase4 407 and Rrpdd; se3(108.085) partially com-
plement growth of Arrp44/GAL::RRP44 on glucose. Despite
being transported to the nucleus, mutants with further dele-
tions in Rrp44 sequence, resulted in nonfunctional proteins
(Fig. 4). Interestingly, co-expression of GFP-Rrp44 at high lev-
els (Gal) and functional Rrp44 mutants (-Met) led to slow
growth, contrary to what was seen on glucose (Fig. 4). Addition
of methionine to the medium alleviates this effect, increasing
growth. These results suggest that high levels of Rrp44, com-
bined with high levels of GFP-Rrp44, are deleterious to the
cells. Mutant Rrp44444 1901, Which showed dominant-negative
effects, strongly inhibiting growth in all conditions, and dis-
played various localization phenotypes (Fig. 4 and data not
shown), and mutant Rrp44,56.987, which was not detected by
Western blotting, were therefore not further analyzed.

11200 J. Biol Chem. (2020) 295(32) 11195-11213

These growth complementation results are consistent with
the analysis of pre-rRNA processing on glucose, when GFP-
tagged Rrp44 variants are expressed in the absence of WT
Rrp44. As a control, rRNA processing was analyzed in the pres-
ence of WT Rrp44 (galactose). In the absence of Rrp44, 7S
rRNA accumulates, without accumulation of detectable 5.8S +
30 species. In the absence of Rrp6, 7S processing by Rrp44
leads to strong accumulation of 5.8S + 30 rRNA (detected with
both probes P1 and P2). Point mutants Rrp44p g7 yissa and
Rrp44r397ar308T fully complement the depletion of WT Rrp44,
visualized by the efficient processing of 7S pre-rRNA and for-
mation of mature 5.8S rRNA (Fig. 5 and Fig. S9). Expression of
the mutants Rrp44.5;3 (PIN domain), Rrp44s36.475 (CSD1 +
CSD2), or Rrp44; 475 (PIN + CSD1 + CSD?2) leads to process-
ing defects, with accumulation of pre-rRNA 7S and consequent
decreased levels of mature 5.85 rRNA. Interestingly, mutant
Rrp44, 475 accumulates at low level and intermediate very simi-
lar to 5.8S + 30, which is a characteristic of strains lacking Rrp6
(Fig. 5). Note that such rRNA species are better detected with
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Figure 5. Analysis pre-rRNA processing in Rrp44 mutants. Northern hybridization of total RNA extracted from Arp44/GAL::RRP44/MET25:GFP~ strains
growing either in galactose (+ WT Rrp44) or glucose (—WT Rrp44) medium, and separated by electrophoresis on denaturing polyacrylamide gels. Precursor
and mature rRNAs detected with the different probes are indicated on the right. 55 rRNA and scR1 were used as controls of RNAs not processed by the exo-
some. A representative of three independent experiments is shown. B, quantification of the bands detected by Northern hybridization. Signals of pre-rRNA 7S
were corrected for scR1 signals and the plot shows the levels or 7S in the mutants relative to Rrp44 growing in glucose. C, schematic representation of the
yeast 355 pre-rRNA indicating the hybridizing positions of the probes.

P2, which hybridizes to the ITS2 region. In addition to 5.8S +  Rrp44475.1001 (RNB + S1 domains), on the other hand, shows
30, mutants Rrp44364-407 and Rrp44; 363)408-985) also accumu-  lower levels of pre-rRNA 7S and mature 5.8S (Fig. 5). These
late intermediates longer than 5.8S + 30 (Fig. 5). Mutant results suggest that Rrp444;5.100; may not associate stably with
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the exosome core, decreasing the efficiency of 7S processing,
but may be free to degrade RNAs, leading to the decreased levels
of both precursor and mature rRNAs. An overview of the phe-
notypes of the Rrp44 mutants relative to WT is shown in Fig.
5.

Rrp44 is transported to the nucleus by karyopherins Kap95
and Srp1

To better understand the nuclear import pathway of Rrp44
and identify the karyopherins involved in this process, GFP-
Rrp44 was expressed in strains with mutated karyopherin
genes, chosen based on the putative NLSs present in the Rrp44
sequence. Deletion mutants of the nonessential karyopherins
Sxm1, Kap123, and Kap114 were transformed with a plasmid
coding for GFP-Rrp44 and subcellular localization of this pro-
tein was analyzed by fluorescence and confocal microscopy.
The results show that none of these karyopherins affects Rrp44
localization (Fig. S6 and data not shown). Lowering levels of
Srpl or Kap95 by incubating strains Asrpl/GAL:SRPI and
Akap95/GAL:KAP9S on glucose medium, on the other hand,
strongly affects GFP-Rrp44 localization, leading to partial mis-
localization of this protein to the cytoplasm, despite still being
concentrated in the nucleus (Fig. 6). These results indicate that
Kap95 and Srpl are the main karyopherins involved in nuclear
import of Rrp44.

Because Srpl and Kap95 affected Rrp44 localization, physical
interaction between these proteins was analyzed by co-immu-
noprecipitation after expression of GFP-Rrp44 and protein A-
tagged karyopherins in yeast. The results show that both A-
Srpl and A-Kap95 co-immunoprecipitate GFP-Rrp44 (Fig.
7A), confirming the interaction between these proteins and the
involvement of Srpl and Kap95 in the nuclear transport of
Rrp44. Because the GFP tag alone was also detectable in the
elution fractions, to exclude that interaction was due to GFP,
an additional experiment was performed, in which extracts
from yeast cells expressing GFP or GFP-Rrp44 were incubated
with IgG-Sepharose without previous incubation with the kar-
yopherins. After extensive washing, eluted proteins were ana-
lyzed by Western blotting, which shows that GFP binds unspe-
cifically the resin with much higher affinity than GFP-Rrp44
(Fig. S4B), accounting for the background binding detected in
the co-immunoprecipitation experiments (Fig. 7A). These
results are in agreement with global protein interaction data
that indicated protein complexes containing both Rrp44 and
Srpl (33, 34).

To determine whether Srpl and Kap95 were capable of inter-
acting directly with Rrp44 in vitro, protein pulldown assays
were performed. Recombinant GST-Rrp44 was immobilized
on GSH-Sepharose beads and then incubated with His-Kap95
or His-Srpl. Fractions were separated by SDS-PAGE and sub-
jected to Western blotting with antibodies against the His and
GST tags. The results show the direct interaction between
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GST-Rrp44 and His-Kap95 (Fig. 7B). Although His-Kap95 is
also pulled down with GST, it binds GST-Rrp44 more effi-
ciently, as indicated by the intensity of the bands detected in
elution fractions. His-Srp1, however, was not detected in the
elution (Fig. 7B, lower panel). These results suggest that Kap95
binds Rrp44 NLS, being responsible for its nuclear transport.
Srpl may indirectly interact with Rrp44, depending on [3-
importins such as Kap95 to recognize this cargo protein. Com-
bined, the results shown here strongly indicate that Rrp44 is
transported to the nucleus by a Kap95-dependent import path-
way, either by itself, complexed with Srpl, or with another
B-karyopherin.

Nuclear transport of the exosome complex

Although Rrp6 has been shown to have multiple NLS and
transport pathways (12), it is generally not considered to be re-
sponsible for the nuclear import of other exosome subunits
because it is not an essential yeast protein. The lack of effect of
Rrp6 on nuclear transport of core exosome subunits was con-
firmed here upon analysis of subcellular localization of Rrp44,
Rrp41, and Rrp43 in Arrp6 cells (Fig. S7). Upon identifying NLS
in Rrp44, we analyzed whether this essential exosome subunit
influences the nuclear import of other exosome subunits. The
episomal GFP-fused exosome subunits Rrp6, Rrp41, and Rrp43
were expressed in Arrp44/GAL:RRP44 either in the presence
(Gal) or upon depletion of Rrp44 (Glu). Contrary to Rrp6 and
Rrp44, Rrp4l and Rrp43, expressed under the strong MET25
promoter, are present in both nucleus and cytoplasm. Deple-
tion of Rrp44 does not significantly affect the localization of
these exosome subunits (Fig. 8), suggesting independent nu-
clear transport pathways. The nonaffected GFP-Rrp6 localiza-
tion in the absence of Rrp44 was expected given the already
described nuclear import pathways of Rrp6 (12). Control
experiments in WT cells confirm that when overexpressed
using episomal genes under control of MET2S promoter,
Rrp4l and Rrp43 localize to the nucleus and cytoplasm (Fig.
$8). Overexpressed Rrp44 and Rrp6, on the other hand, show
nuclear localization (Fig. S8).

Exosome subcellular localization

Curiously, as shown here, Rrp44 is mainly nuclear, whereas
the exosome RNase PH ring subunits Rrp41 and Rrp43 show a
nuclear and cytoplasmic localization. To determine whether
this phenotype is due to the overexpression of the exosome
subunits coded in multicopy plasmid under control of the
strong MET25 promoter, chromosomal C terminally tagged
GFP-fused exosome subunits genes, under control of their en-
dogenous promoters, were constructed for Rrp44, Rrp6, Rrp41,
and Rrp43. No growth defect was observed, showing that C ter-
minally tagged proteins expressed at endogenous levels remain
functional. Although the subunits of Exol0 are considered to
be present both in nucleus and cytoplasm (9), the results shown

Figure 6. Inhibition of karyopherins expression affects the subcellular localization of GFP-Rrp44. A, laser scanning confocal microscope images show
the subcellular localization of GFP-Rrp44 after inhibition of Kap95 expression in glucose medium in Akap95/GAL:KAP95 cells. GFP-Rrp44 relative to DAPI by
using ImageJ is shown on the right. Green lines represent GFP and blue lines represent DAPI. B, analysis of the subcellular localization of GFP-Rrp44 after inhibi-
tion of Srp1 expression in glucose medium in Asrp1/GAL:SRP1 cells. GFP-Rrp44 relative to DAPI is shown on the right. C, Western blotting showing the

repressed expression of the karyopherins in glucose medium.
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Figure 7. Interaction of Rrp44 with karyopherins. A, GFP-Rrp44 co-immu-
noprecipitates with A-Srp1 and A-Kap95. Yeast strains expressing ProtA-Srp1
or ProtA-Kap95, and GFP or GFP-Rrp44 were used in co- immunoprecipita-
tion experiments. ProtA-Kap95 and ProtA-Srp1 were immobilized on IgG-
Sepharose beads, and co-immunoprecipitated proteins were analyzed by
Western blotting with antibody against GFP. Input and elution fractions are
shown. GFP-Rrp44 is co-immunoprecipitated with both karyopherins. B, GST-
Rrp44 pulls down His-Kap95. E. coli expressed GST and GST-Rrp44 bound to
GSH-Sepharose beads were incubated with His-Srp1, or His-Kap95-contain-
ing extracts. After washing, bound proteins were eluted with GSH and ana-
lyzed by Western blotting. Numbers below indicate the quantification of the
Kap95 signal in the elution fractions relative to the input. The same mem-
brane was incubated with antibodies against GST and His tags. Saturated
marker signals appear as bluish bands at 800 nm (lower panel). The figure
shown is representative of three independent experiments.
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here demonstrate that core subunits Rrp41 and Rrp43, and the
catalytically active subunits Rrp44 and Rrp6 are all concen-
trated in the nucleus (Fig. 9). These proteins expressed at en-
dogenous levels are visible almost exclusively in the nucleus,
and more strikingly, are concentrated in the nucleolus (Fig. 9).
Importantly, analyses using confocal microscopy and quantifi-
cation of the sum of fluorescent signal, followed by projection
along the z axis of all acquired confocal images and calculation
of enrichment of the exosome signal in each cellular compart-
ment (see “Experimental procedures”), corroborates the nucle-
olar localization of the exosome. Exosome concentration in the
nucleoplasm is 6 to 9 times higher than in the cytoplasm,
whereas nucleolar exosome concentration is 10 to 20 times
higher than in the cytoplasm (Fig. 9). Quantification of the sig-
nal of these exosome subunits in each of the subcellular com-
partments (nucleolus, nucleus and cytoplasm) relative to the
total signal in the cells shows that 70-80% of the exosome sig-
nal is in the nucleus (Fig. S10).

Careful inspection of individual z sections of the acquired
fluorescent images, however, shows that despite being concen-
trated in the nucleolus, exosome subunits localization is slightly
different from that of RNA polymerase I (Rpal90), as if in a
different subnucleolar compartment (Fig. 10). These results
strongly suggest that in the nucleolus, nascent rRNAs are
exposed to a high concentration of exosome in a “processing
compartment” adjacent, but distinct from RNA polymerase I,
for processing and quality control of pre-rRNAs.

Discussion

The RNA exosome was first identified in S. cerevisiae as an
RNase involved in maturation and quality control of stable
RNAs (8, 15). In the subsequent studies, it became clear that
the exosome is a protein complex conserved throughout evo-
lution, which is present in the nucleus and cytoplasm of eu-
karyotic cells, where it interacts with many cofactors and
participates in different RNA processing and degradation
pathways (3, 35, 36).

In yeast, Exol0, composed of the exosome core and Rrp44, is
considered to be present both in nucleus and cytoplasm, partic-
ipating in different reactions in each of these subcellular com-
partments (32). We have previously identified the nuclear
import pathways of Rrp6 and shown that this nuclear exosome
subunit has redundant mechanisms of transport to the nucleus,
directly interacting with a-importin Srpl and B-importins
Kap95 and Sxm1 (12). To better understand the mechanism of
exosome assembly and transport to the nucleus, where this
complex participates in the essential process of ribosome matu-
ration, we investigated here the nuclear import pathway of the
other catalytically active exosome subunit, Rrp44.

We identified three putative NLSs in the primary sequence
of Rrp44 and constructed deletion and point mutants to deter-
mine the Rrp44 sequences mediating its transport to the nu-
cleus. We show evidence that NLS1 is the most important
sequence, but not the only NLS, for the nuclear import of
Rrp44, which suggests that different karyopherins may bind
Rrp44 for directing it to the nucleus. Depletion of Kap95 strongly
affects the nuclear localization of Rrp44, and accordingly, NLS1
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Exosome is concentrated in the yeast nucleolus

contains the consensus sequence for Kap95 binding, a PY-NLS
(37). However, point mutant Rrp44p;g7a y1aga Still localizes to the
nucleus, suggesting that additional signals are recognized by
Kap95. Although Srpl also affects Rrp44 transport to the nucleus,
a classical NLS was not found in the Rrp44 sequence, suggesting
that Srp1 could recognize a nonconsensus NLS, or that the trans-
port is mediated by the Kap95/Srp1 heterodimer upon recogni-
tion of the NLS by Kap95, or by an additional 3-karyopherin.

Rrp44 has endo- and exonucleolytic activities (5, 38), and is
involved in pre-rRNA processing in nucleus and nucleolus (8).
The mutants that contain the exonuclease domain of Rrp44
and at least two of the putative NLSs, localize to the nucleus
and complement growth of the Arrp44/GAL::A-RRP44 strain.
Analysis of pre-rRNA processing in the mutants show that the
mutants that do not localize to the nucleus, or that do not con-
tain the RNB domain, display a defective pre-rRNA processing
phenotype, with accumulation of intermediates with sizes in
the range between pre-rRNAs 7S and 5.8S + 30. Importantly,
these intermediates are not substrates for Rrp6, which process
the product of the Rrp44 reaction, 5.8S + 30 (7). The inter-
mediates accumulating in the presence of nonfunctional Rrp44
mutants have longer extensions at the 3’ end than 5.8S + 30,
and have also been observed in mutants of core exosome subu-
nits (8). Interestingly, mutant Rrp44,;5_100; (containing RNB +
S1 domains, but lacking PIN and CSD domains) shows
decreased levels of both precursor and mature rRNAs. These
results are in agreement with Rrp44 structural data showing
that PIN and CSD domains are responsible for the stable inter-
action between Rrp44 and the RNase PH ring of the exosome
(39). Rrp44 lacking these domains may not associate stably
with the exosome, decreasing the efficient processing of 7S, but
instead, may be free and more active to degrade RNAs (40, 41).

As shown here, depletion of Rrp44 does not affect nuclear
localization of Rrp6, as expected, given that Rrp6 has its own
NLSs (12), and does not directly interact with Rrp44 (39, 41).
Interestingly, depletion of Rrp44 does not affect localization of
episomal core exosome subunits either, suggesting a different
mechanism of transport for the remaining subunits of this
complex.

The most striking results coming from the analyses described
here are the very low concentration in the cytoplasm of all the
exosome subunits analyzed. Exosome is not only concentrated
in the nucleus, but specifically in the nucleolus. This informa-
tion is relevant in light of the function of the yeast exosome. In
the cytoplasm, the exosome participates in the minor pathway
of mRNA decay, degrading 3'-5’ deadenylated mRNAs (42-44).
The major pathway of cytoplasmic mRNA degradation in yeast
does not involve the exosome, and starts with deadenylation of
mRNAs by the Ccr4-Not complex (42, 45, 46), followed by
decapping by Dcpl1 (47, 48) and 5’-3’ degradation by Xrn1 (49,
50). Pre-rRNA processing and surveillance, on the other hand,
starts in the nucleolus and continues to the nucleoplasm, as the
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pre-ribosomal particles are concomitantly transported toward
the cytoplasm (51).

As soon as 5-ETS is released after co-transcriptional cleav-
age of pre-rRNA at sites Ay-A}, the exosome can degrade it in
the nucleolus, after being recruited there by SSU processome
factors (51-54). The results shown here reinforces the impor-
tance of the exosome for pre-rRNA processing and quality con-
trol, by showing that the exosome is mainly concentrated in the
nucleolus. The concentration of the exosome in the nucleolus
also corroborate recent data showing the interaction of exo-
some subunits with pre-ribosomal particles 90S, pre-40S, and
pre-60S, interactions that were stabilized by the inhibition of
pre-rRNA processing by the depletion of pre-60S factor Nop53
(55).

Aswe also show here, the nucleolar concentration of the exo-
some subunits can only be appreciated when the GFP-fused
proteins are expressed at endogenous levels. Overexpression of
these proteins in plasmid-based systems lead to the visualiza-
tion of weak signals in the cytoplasm and very strong nuclear
signals, overshadowing the nucleolus.

Not only were the exosome subunits concentrated in the
nucleolus, but careful high-resolution analysis of protein local-
ization showed that when compared to RNA polymerase I sub-
unit Rpal90 on individual z sections of spinning disk confocal
microscopy, the exosome subunits do not exactly overlap
Rpal90, suggesting a slightly different localization. Interest-
ingly, recent data on mammalian cells show that the box C/D
snoRNP subunit fibrillarin, which is also part of the SSU proc-
essome, does not exactly colocalize with RPA194, but rather
shows a phase separation between rRNA transcription and
processing (56). Our results could suggest that transcribed
rRNA is co-transcriptionally processed in an associated com-
partment containing the exosome.

In summary, here we show that the exosome catalytic subu-
nit Rrp44 is transported to the nucleus independently of other
subunits. Importantly, we show that the yeast exosome is con-
centrated in the nucleolus, in a subcompartment flanking but
different from RNA polymerase I, placing the exosome in the
early phases of pre-rRNA processing.

Experimental procedures
Construction of strains and yeast growth condition

Yeast maintenance and growth was performed in YPD me-
dium (1% yeast extract, 2% peptone, and 2% glucose), or YNB
medium (0.67% yeast nitrogen base, 0.5% (NH,)»SO4, and 2%
glucose or galactose) supplemented with the required amino
acids. Plasmids constructed in this study, described in Table
1, were built according to standard cloning techniques and
sequenced by the Big Dye method (PerkinElmer Life Scien-
ces). Plasmids expressing the GFP fusions in yeast were con-
structed by inserting DNA fragments into pUG34 plasmid
(57) using oligonucleotides with specific restriction sites

Figure 8. Depletion of Rrp44 does not affect subcellular localization of core exosome subunits Rrp41 and Rrp43. Arrp44/GAL::RRP44 was transformed
with plasmids expressing GFP-fused exosome subunits Rrp44, Rrp6, Rrp41, and Rrp43 and incubated in media containing either galactose (Rrp44 expression)
or glucose (Rrp44 repression). All four exosome subunits are concentrated in the nucleus, although Rrp41 and Rrp43 are also visible in the cytoplasm. Images
were acquired and edited separately. GFP-fused proteins relative to DAPI by using ImageJ is shown on the right. Green lines represent GFP and blue lines repre-

sent DAPI.
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Figure 10. Exosome subunits do not co-localize exactly with nucleolar RNA polymerase | subunit Rpa190. GFP-tagged images obtained by Z section of
spinning disk confocal microscope shows that exosome subunits have slightly different localization from Rpa190-mCherry, used as nucleolar marker. Note
thatsingle Z step images are different from Z-projected images, which shows the sum of all detected signal of cells.

(sequences available upon request). Expression of these GFP
fusions was regulated by MET25 promoter. Rrp44 point
mutations were obtained by site-directed mutagenesis (Stra-
tagene or In-Fusion-Takara) using plasmid pUG34-RRP44 as
template and oligonucleotides containing the respective
mutations. Plasmid pRS305-NUP57-tDimerRFP (58) was
constructed as follows. NUP57 was amplified as two overlap-
ping PCR fragments (primer pairs 1568/1570 and 1569/1571-
matrix strain BY4741). The two PCR fragments were mixed
and used as matrix with primers 1568/1571 to amplify full-
length NUP57 with an internal BglIl site. The NUP57-con-
taining fragment was cloned in pRS305-NUP2-tDimerRFP
(59) as a Notl-BamHI fragment. To construct a Nup57
t-dimer genomic-tagged strain, plasmid pRS305-Nup57-tDimer
was linearized with BglII and inserted by homologous recombina-
tion in a BY4742 strain. It was selected for leucine prototrophy,

and checked by fluorescence microscopy. Plasmid pFA6-
mCherry-KIURA3 was constructed by cloning into pFA6-GST-
KIURA3 Pacl-Ascl mCherry a fragment from pFA6-mCherry-
HIS3.

Haploid strain Arrp44/YCplac33-GAL:A-RRP44 was obtained
after sporulation of the diploid strain RRP44/Arrp44 previously
transformed with plasmid YCplac33-GAL:A-RRP44 (Table 2).
Strains bearing genomic insertion of GFP or mCherry were con-
structed by amplifying a PCR cassette containing the {/RA3 gene
from Kluyveromyces lactis as a selectable marker and GFP tag or
mCherry tag sequence from plasmids pFA6-GFP(S65T)-KIURA3
or pFA6a-mCherry-KIURA3, respectively. The PCR frag-
ment was inserted by homologous recombination down-
stream from each protein gene bearinga TAP-tag (60) using
the Swap-tag method (61). Transformants were selected for
uracil prototrophy and checked by PCR of the targeted

Figure 9. Endogenously expressed GFP-fused exosome subunits localize to the nucleolus. A, Z-projection of high resolution spinning-disk laser scanning
confocal microscope images show the subcellular localization of GFP-tagged exosome subunits. Rpa190-mCherry was used as nucleolar marker. B, exosome
subunits enrichment in different cell compartments. We calculated the enrichment of the GFP-tagged exosome subunits signals in each compartment overan
homogeneous distribution of the cellular signal. For that, we calculated the mean intensity of each compartment and divided this value by the computed
mean intensity (total cell signal/total cell surface). Blue dots represent cytoplasm enrichment, red dots represent nucleoplasm, and green dots represent
nucleolus.
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Exosome is concentrated in the yeast nucleolus

Table 1
Plasmids
Name Characteristics/markers Reference
pFA6-mCherry-HIS3 Used for cloning pF A6a-mCherry-KIURA3 67
pFA6-GST-KIURA3 Used for cloning pFA6a-mCherry-KIURA3 61
pFA6-GFP(S65T)-KIURA3 URA3, integrative, C-term GFP 61
pRS305-Nup2-tDimer LEU2, integrative, Nup57-RFP 59
pRS305-Nup57-tDimer LEU2, integrative, Nup57-RFP 58
pFA6a-mCherry-KIURA3 URA3, integrative, C-term mCherry This work
pUN-GFP-Nop1 LEU2, CEN/ARS, GFP-NOP1 68
pUN100-mCherry-Nopl LEU2, CEN/ARS, mCherry-NOP1 69
pUG34 HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3 57
pUG34-Rrp6 HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-RRP6 12
pUG34-Rrp41 HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-RRP41 This work
pUG34-Rrp43 HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-RRP43 This work
pUG34-Rrpd4 HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-RRP44 This work
pUG34-rrp44(1-985) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(1-985) This work
pUG34-rrp44(1-475) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(1-475) This work
pUG34-rrpd4A(364-407) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44A(364-407) This work
pUG34(1-363)(408-895) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(1-363)(408-895) This work
pUG34-rrpd4(1-218) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(1-218) This work
pUG34-rrp44(263-475) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(263-475) This work
pUG34-rrp44(475-1001) HIS3, ARS/CEN/ PMET25::;yEGFP3-rrp44(475-1001) This work
pUG34-rrp44(R397A,R398T) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(R397A,R398T) This work
pUG34-rrp44(P187A,Y188A) HIS3, CEN/ARS, PMET25:yEGFP3-rrp44(P187A,Y188A) This work
YCplac33-GAL-A-RRP44 URA3,ARS/CEN/ PGALI::ProtA-RRP44 This work
pGEX4T1 GST, AmpR GE Healthcare
pET28-KAP95 His:KAP95, KanR 12
pET29-SRP1 His:SRP1, KanR 12
pGEX-RRP44 GST:=:RRP44, AmpR Bagatelli and Oliveira, unpublished data
pGEMT -easy lacZ Promega
Table 2
Yeast strains
Name Genotype Reference
RRP41-TAP MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 60
RRP6-TAP MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 60
RRP43-TAP MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 60
RPA190-mCherry (OGTS8-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 RPA190-mCherry-URA3(KI) This work
BY4742 MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 EUROSCARF
BY4742-NupS57 tDimer (YEO4-1a) MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 NUPS7-tDimer-LEU2 This work
Rrp6-GFP (yEOY-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp6 GFP-URA3 This work
Rrp6-mCherry (yOE10-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp6 mCherry-URA3 This work
Rrp41-GFP (yOE11-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp41 GFP-URA3 This work
Rrp41-mCherry (yOE12-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp41 mCherry-URA3 This work
Rrp43-GFP (yOE13-1a) MATa his3A1 leu2A0 met1SA0 ura3A0 Rrpd3 GFP-URA3 This work
Rrp43-mCherry (yOE14-1a) MATa his3A1 leu2A0 met1SAO ura3A0 Rrp43 mCherry-URA3 This work
Rrp44-GFP (yOE15-1a) MATa his3A1 leu2A0 met1SA0 wra3A0 Rrp44 GFP-URA3 This work
Rrp44-mCherry (yOEI6-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp44 mCherry-URA3 This work
Rrp6-GFP-RPA190mCherry (yOEI7-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp6 GFP-URA3 RPAI190mCherry-HIS3 This work
Rrp41-GFP RPA190mCherry (yOEI8-1a) MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Rrp41 GFP-URA3 RPA190mCherry-HIS4 This work
Rrp43-GFP RPA190mCherry (YOE19-1a) MATa his3A1 leu2A0 met1SA0 ura3A0 Rrp43 GFP-URA3 RPA190mCherry-HISS This work
Rrp44-GFP RPA190mCherry (yOE20-1a) MATa his3A1 leu2A0 met1SAO wra3A0 Rrpd4 GFP-URA3 RPA190mCherry-HIS6 This work
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Euroscarf
Asrpl (FGY-41) YNLI189w::kannix4; his3AI; leu2A0; lys2A0; ura3A0; Yeplac33-GAr-A-SRP1 12
AAap95 (FGY-53) YLR347c:kanMX4; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; Yeplac33-GAr-A-KAP9S 12
Arrp6 (FGY-88) BY4742; Mat a; his3A I; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YOR001w::kanMX4 EUROSCARF
Arrp44 (2n) (FGY-62) BY4743; MATa/MA To; ura3A0/ura3A0; leu2A0/leu2A0; his3A1/his3A1; met1SAO/MET15; EUROSCARF
LYS2/lys2A0; YOLO21c/YOLO21c::kanMX4
Arrp44/Y Cplac33-GAL=zA-RRP44 (FGY-90) ura3A0; leu2A0; his3A1/; met1SAO/METI15; LYS2/lys2A0; YOL021c:kanMXS5 YCplac33- This work
GAL-A-RRP44
BY4742 (FGY-76) Mata; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0 EUROSCARF
Asxml (FGY-86) BY4742; Mata; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YDR395w::kanMX4 EUROSCARF
Akapl114 (FGY-60) BY4742; Mata; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YGL241w:kanMX4 EUROSCARF
Akap123 (FGY-61) BY4742; Mata; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; YER110C::kanM X4 EUROSCARF

genomic loci, and analyzed by fluorescence microscopy.
BY4742 strains bearing Rrp44 fused to GFP or mCherry
were constructed as described (62). Similarly, Rpa190 fused
to mCherry was constructed as described (62).

RPA190 was also genomic tagged with mCherry in exosome
GFP-tagged strains and BY4742 strain. The same strategy was
used by first amplifying the plasmid pFA6-mCherry-HIS3, then
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inserting it in the genome by homologous recombination and
selecting for histidine prototrophy.

Nuclear localization signal identification

The software packages PSORT II Prediction (RRID:SCR_
018772), cNLS Mapper (70), and NLStradamus (63) were used
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to predict the presence of NLSs in the amino acidic sequence of
Rrp44.

Fluorescence microscopy on fixed cells

For protein depletion based on GALI promoter, cells were
inoculated either in selective galactose or glucose medium and
incubated for 14 to 16 h to exponential phase. For microscopy
analysis, cells were fixed in 70% methanol for 15 min, rinsed
with cold PBS, and then treated with 1 mg/ml of RNase for 30
min. Cells were observed using a Nikon Eclipse Ti microscope
equipped with filters for green fluorescence (GFP-3035B-000-
ZERO, Semrock) and red fluorescence (Texas Red BrightLine
set, TXRED4040-B, Semrock). The exposure times varied from
1 to 3 s. Images were processed and analyzed using the pro-
grams Nis Elements (version 3.07; Nikon) and Image] (National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Confocal images were cap-
tured in a 1024 X 1024-pixel format using a Zeiss LSM 780
confocal laser-scanning inverted microscope (Carl Zeiss, Ger-
many) at the Research Facility Center (CEFAP-USP). Image
stacks comprised eight images captured with a aPlan-Apochro-
mat X 100/1.46 oil differential interference contrast M27 objec-
tive (Carl Zeiss), applying a zoom factor of 1.5. Step intervals
along the z axis ranged from 200 to 250 nm. Image processing
was performed using Zen 2011 software (version 11.00.190;
Carl Zeiss).

Fluorescence microscopy on living cells

Exponentially growing yeast were collected, resuspended in
synthetic complete medium (DIFCO), and observed in the fluo-
rescence microscope. Confocal microscopy was performed
using a Nipkow-disk confocal system (Revolution; Andor) in-
stalled on an Olympus microscope (IX-81), featuring a confocal
spinning disk unit (CSU22; Yokogawa) and a cooled electron
multiplying charge-coupled device camera (DU 888; Andor).
The system was controlled using IQ 2 software (Andor). Images
were acquired using a X100 Plan Apo 1.4 NA oil immersion
objective and a 2-fold lens in the optical path. Single laser lines
used for excitation were diode-pumped solid-state lasers exciting
GFP fluorescence at 488 nm (50 milliwatt; Coherent) and
mCherry fluorescence at 561 nm (50 milliwatt; Cobolt jive), and a
Dichroic mirror Di01-T405/488/568/647-13x15x0,5 was used;
Semrock was used and a bi-bandpass emission filter (FF01-512/
630-25; Semrock) allowed collection of the green and red fluores-
cence. In our conditions, pixel size was 65 nm. For quantification
of nucleolar volume, z stacks of 40 images with a 200-nm z step
were used. Exposure times varied from 0.1 to 1 s. Digital pictures
were processed using Image] (National Institutes of Health, Be-
thesda, MD) (RRID:SCR_003070).

Image analysis and quantification

Confocal images were imported into Image], signal inten-
sities of GFP-tagged proteins were measured and their subnu-
clear localizations were analyzed using a dedicated image analy-
sis pipeline (Image] Macro). Cell area was determined based on
transmission light thanks to the following steps: background re-
moval (subtracting Gaussian Blur image — o = 40); segmenta-
tion of the cells with Moments threshold algorithm; determina-

11210 J Biol. Chem. (2020) 295(32) 11195-11213

144

tion of the objects corresponding to the cells with Analyze
Particle (Image] function); and separation of the cells in contact
with Adjustable Watershed Plugin. Nucleolar and nuclear seg-
mentation was achieved using the largest RNA polymerase I
subunit Rpal90 tagged with mCherry, strongly enriched in the
nucleolus, and detectable in the nucleoplasm. First, we applied
a Sum Z-Projection to the initial mCherry Image. Then, to
determine the nucleolus area in each cell, we used a Wavelet fil-
ter and finally segmented with a Yen threshold algorithm. To
determine the nucleus area, we directly segmented on the Z-pro-
jected image a Triangle threshold algorithm. Cells were then di-
vided in the nudcleolus, nucleoplasm, and cytoplasm. Image]
macro was used to quantify the GFP signal in each compartment.
All quantifications were performed relative to background fluo-
rescence, measured using control cells with Rpal90 tagged with
mCherry, but with no GFP expression.

To quantify exosome signal enrichment in each compartment,
the mean signal of the entire cell was calculated: ((intensity of
gray level in the cell — background)/cell surface area). The mean
cellular signal was used as a proxy to a homogeneous concentra-
tion in the entire cell. Each compartment mean signal measure
was then divided by the mean cellular signal in each cell. The con-
centration ratio shows the enrichment of exosome signal per
compartment, all relative to the mean signal of the entire cell.

Protein pulldown

Cellular extracts (generated in 20 mm Tris, 150 mm NaCl,
1 mMm EDTA, 0.8% Nonidet, 1 mm DTT) of Escherichia coli cells
expressing either GST or GST-Rrp44 were incubated for 2 h at
4 °C with 60 ul of GSH-Sepharose beads (GE Healthcare), the
unbound material was collected and the beads washed with the
same buffer. Beads were then incubated with cellular extracts
containing His-Srp1 or His-Kap95, flow-through was collected,
and beads were washed with the same buffer. Bound proteins
were eluted with 50 mm Tris, pH 8.0, 10 mm reduced GSH.

Co-immunoprecipitation

Interaction of karyopherins Srpl and kap95 with Rrp44 was
tested by co-immunoprecipitation using strains Akap95/GAL::
A-KAP9S and Asrpl /GAL::A-SRP1 transformed with pUG34 or
pUG34-Rrp44. For each strain, 2 liters of cells were grown to an
OD600 ~1.0, and collected in co-IP buffer (0.1% Nonidet P-40,
150 mm NaCl, 5 mm EDTA, 50 mm Tris-HCI, pH 7.5, 0.5X Halt
Protease Inhibitor mixture (Thermo Scientific) (modified from
Ref. 64). Total yeast extracts were obtained with a Ball Mill device
(Retsch, Mixer Mill MM 200 or Mixer Mill PM 100), and cleared
by centrifugation at 40,000 rpm for 1 h at 4°C. Supernatant was
then incubated for 2 h at 4°C with IgG-Sepharose 6 Fast Flow
(GE Healthcare) previously equilibrated with co-IP buffer. The
resin was washed four times with 500 pl of co-IP buffer (twice
with 150 mm NaCl and twice with 250 mm NaCl), followed by a
further wash with 100 mm ammonia acetate, 0.1 M magnesium
chloride. Elution of the specific karyopherin was performed by
incubation with 500 mm ammonium hydroxide for 20 min (65).
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Immunoblotting experiments

Protein samples were resolved by SDS-PAGE and transferred
to polyvinylidene difluoride or nitrocellulose membranes (GE
Healthcare). Membranes were incubated with primary antibodies
against GST (Sigma-Aldrich), His tag (Sigma-Aldrich), GFP
(Sigma-Aldrich), or Pgkl (Abcam) in PBS (PBS)/Tween 20/
nonfat milk. Secondary antibodies used were anti-rabbit
(IRDye 680RD) or anti-mouse IgG (IRDye 800CW) conju-
gated to fluorophore (Licor). Western blots were developed
using Odyssey® Imaging Systems.

Northern hybridization

Total RNA was isolated from yeast cells by a modified hot phe-
nol method (66). The RNA extract was quantified and 6 ug of
denatured total RNA was loaded on gel. RN As were separated by
electrophoresis on 7% denaturing polyacrylamide gel, and trans-
ferred to Hybond nylon membrane (GE Healthcare). Hybridiza-
tion was performed using biotin-labeled or fluorescent probes
specific to rRNAs. 55 rRNA and scR1 were used as controls.
Quantification of bands from Northern hybridizations was per-
formed with Image] software.

Data availability

All data are contained within the manuscript.
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Supp. Figure S1

Schematics of the structure of the 35S pre-TRNA and major intermediates of the TRNA processing pathway in S.
cerevisiae. (A) Processing of 35S pre-TRNA starts with endonucleolytic cleavages at sites A0 and A1 in the 5’-
ETS, generating 32S pre-TRNA. The subsequent cleavage at site A2 in ITS1, generates the 20S and 27SA, pre-
TRNAs. The 20S pre-TRNA is then processed at site D to the mature 18S rRNA. The major processing pathway
of the 27SA, pre-TRNA involves cleavage at site A;, producing 27 SA,;, which is digested quickly by
exonucleases to generate the 27SBs (27SB short) pre-TRNA. The subsequent processing step occurs at site B,,
at the 3’-end of the mature 25S rRNA. Processing at sites C, and C, separates the mature 25S rRNA from the
7Sg pre-TRNA. This pre-rRNA is subsequently processed exonucleolytically to generate the mature 5.8Sg
TRNAs. A fraction of the 27SA, pre-TRNA is processed at the 5’-end by a different mechanism and, following
processing at the remaining sites, gives rise to the 5.8S; (5.8 S long) rRNA, which is 6-8 nucleotides longer
than the 5.8S5 TRNA at the 5’-end. The intermediates processed by the exosome are indicated. (B) Exosome
associates with pre-ribosomal particles for quality control of rRNA, so that aberrant intermediates, such as 23S,
and unprocessed 35S can be targeted for degradation.
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Supp. Figure S2

Analysis of GFP-R1p44, ,,, localization by spinning-disk microscopy. Cells expressing GFP-Rrp44, ,,, showed
two different phenotypes. (A) Rrp44, ,,; aggregates appear close to the nuclear membrane, but at its cytoplasmic
side. (B) Rrp44, ,,; appears concentrated in the nucleus. Nup57 was used as nuclear pore marker to distinguish

nuclear from cytoplasmic aggregates.

Supp. Figure S2 Okuda et al.
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Supp. Figure S3

Quantitative analysis of cells expressing episomal GFP-fused Rrp44 mutants, shown as the percentage of cells
showing each phenotype (A). Percentage of cells showing proteins concentrated in the nucleus is shown in blue;
cells showing proteins concentrated in the nucleus, but also present in cytoplasm are shown in orange; proteins
present throughout cells are depicted in grey; yellow represents aggregates. (B) Total number of cells analyzed
expressing each Rrp44 mutant, with the number of cells displaying the respective phenotypes.

Supp. Figure S3

Okuda et al.



153

A WT/MET25::GFP-
[ |
& D LD
6\\ QQ{Q’ s Q\\ *'@‘b Qg,q%
£ %@\ & @’Q & \ P\ o
Q b« vb‘\v b&" b‘b&" vb‘\ b&b‘\ b« v\ pr‘\
0 Ko T o s
130—)
100 - Rt .
70— a-GFP
e s
50-)
40 —h s
50 —
. a-Pgk1
40—
B
WT/MET25::GFP-
I 1
Input Elution
>
< P R
o & S8
129 - ~ GFP-Rrp44
1004
70—
55— lgG
40—
- GFP
35— -

Supp. Figure S4

Okuda et al.



154

Supp. Figure S4

(A) Expression of Rip44 mutants in wild type cells. Same samples shown in Fig. 3, but in a different gel to
allow better separation of the bands. Western blot for the determination of the expression levels of the GFP-
Ri1p44 mutants in BY4741 strain. Total cell extracts were separated by SDS-PAGE and subjected to westemn
blot with antibodies against GFP and Pgk1, used here as an intemal control. This 8% acrylamide gel allows the
visualization of the small size difference between Rrp44 and mutants (A364-407) and (1-363)(408-985). (B)
Control of experiment shown in Fig. 7. Extracts from yeast cells expressing GFP or GFP-Rrp44 were incubated
with IgG-sepharose beads, and after extensive wash, eluted proteins were analyzed by western blot with
antibody against GFP. Input and elution fractions are shown. GFP binds unspecifically to IgG-sepharose with
much higher affinity than GFP-Rrp44.
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Figure S5

Overview of the phenotypes of the Rrp44 deletion and point mutants relative to subcellular compartment
localization, growth complementation of strain Arrp44/GAL::RRP44 in glucose medium, and pre-tRNA 7S
processing relative to wildtype. Subcellular localization: N, nuclear accumulation; N + c; nuclear
concentration, but also visible in cytoplasm; N + ¢ + aggr, in addition to nucleus and cytoplasm, visible also in
aggregates. Growth complementation: +, growth in glucose medium; +/- partial growth complementation; -, no
growth. 7S processing: numbers indicate rate of 7S in mutants relative to wild type.

Supp. Figure S5 Okuda et al.
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Supp. Fig. S6
Depletion of non-essential karyopherins Kap123, Sxm1l, or Kap114 does not affect the subcellular localization of

GFP-Rip44. Cells were grown at 25°C or 37°C because these strains are stress-sensitive. (A) Laser scanning
confocal microscope images show the subcellular localization of GFP-Rrp44 in wild type cells, or in strains
depleted of Kapl23, or Sxml (B) Analysis of the subcellular localization of GFP-Rip44 after inhibition in

Kapl14 depleted cells.
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Supp. Fig. S7

Exosome subunits localization in Arrp6 strain. Localization of episomal GFP-tagged exosome subunits Rip44,
Rrp41 and Rip43 expressed in Arrp6 strain and grown at 25°C (permissive temperature), or at 37°C (restrictive
temperature). All the images were edited individually. DAPI was used as nuclear marker. GFP-fused proteins
relative to DAPI by using ImagelJ is shown on the right. Green lines represent GFP and blue lines represent DAPL

Supp. Figure S7 Okuda et al.
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A DIC Rrp6-GFP DAPI Merge

B DIC Rrp44-GFP DAPI Merge

C DIC Rrp41-GFP DAPI Merge

D DIC Rrp43-GFP DAPI Merge

Supp. Fig. S8

Overexpression of exosome subunits leads to partial mislocalization. Analysis of the subcellular localization of
episomal GFP-fused exosome subunits overexpressed in strain BY4742. When overexpressed, Rip6 (A) and
Rip44 (B) localize to the nucleus, but it is no longer possible to detect their concentration in the nucleolus (Rrp6
and Rrp44). Rip41 (C) and Rrp43 (D) show strong signal in cytoplasm in addition to the nuclear signal.

Supp. Figure S8 Okuda et al.
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Supp. Figure S9

Total RNA from biological replicates were used in northern hybridizations to analyze pre-RNA processing in
Rip44 mutant strains with a biotinylated probe specific for 5’-end of ITS1, which detects the pre-TRNAs 278S,
7S and 5.8S+30, but not mature 5.8S rRNA. (A) RNAs were separated on agarose gels, which allows the
visualization of 27S pre-TRNA band, but does not separate well 7S from 5.8S+30. (B) and (C) Independent
experiments of hybridizations after separation of RNAs on denaturing polyacrylamide gels. The method used
for detection of bands requires exposing films to membranes on developing solution, which is often not
uniformly distributed, resulting in lighter or darker regions on the films, making quantitation of the bands not
very accurate. The results, however, are in agreement with those shown in Fig. 5.
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Supp. Figure S10

Percentage of exosome signal in different cell compartments. Signal of exosome-GFP subunits was quantified
in the whole cells and separated according to each compartment (cytoplasm, nucleoplasm or nucleolus). The
percentage of exosome-GFP signal of each compartment was calculated relative to the total. The total signal of
the cytoplasm is around 20-30% of total exosome-GFP signal, whereas 70-80% of the signal is from the nucleus

of the cell.

Supp. Figure S10

Okuda et al.



