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RESUMO

As proteinas RadA de arqueia e sua homdloga eucaridtica Rad51sdo recombinases que
atuam no reparo de quebras no DNA por recombinagdo homdloga ¢ pertencem a familia de
proteinas Rad51/RecA/RadA. Estas proteinas sdo importantes na estabilidade genomica.

Estudos realizados in silico com as proteinas RadA de Halobacterium salinarum ¢ Rad51
de Saccharomyces cerevisiae mostraram grande similaridade estrutural e conservagao espacial
de residuos de aminoacidos essenciais para a atividade de Rad51 no sistema de reparo de
DNA. Estes resultados sugeriam a possibilidade de complementagdo funcional em leveduras
deficientes em Rad51 pela expressdo de RadA. Com o objetivo de testar esta hipodtese, os
genes radA e RAD51 foram amplificados por PCR utilizando-se iniciadores desenhados a
partir de seqiiéncias disponiveis no GeneBank e clonados em vetores de expressdo em
leveduras (pYES2). Leveduras mutantes rad5l foram transformadas com os plasmidios:
pYES, pYES-radA ¢ pYES-RADS51. Para avaliar a capacidade de complementagdo funcional
in vivo, foram realizados ensaios de sobrevivéncia das leveduras transformadas e leveduras
selvagens para RADS51 (transformadas apenas com o vetor) ao metilmetanosulfonato (MMS).
O aumento de freqiiéncia de leveduras mutantes em rad51 expressando radA de H. salinarum
que sobreviveram a exposicdo ao MMS foi um indicativo de que RadA ¢ capaz de

complementar parcialmente a fungdo Rad51 no reparo de DNA.
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ABSTRACT

In silico studies on the protein structures of Halobacterium salinarum RadA and
Saccharomyces cerevisiae Rad51 showed a high structural similarity and spacial conservation
of critical residues for the DNA repair activity of Rad51. These data suggested the possibility
of functional complementation of Saccharomyces cerevisiae rad51 mutant cells by
Halobacterium salinarum radA expression. In order to test this hypothesis, the radA and
RAD51 genes were cloned into an yeast expression vector (pYES2) after being amplified by
PCR from genomic DNA. The rad51 mutant yeast cells were transformed by pYES2, pYES-
radA and pYES-RADS51. Functional complementation activity was tested by scoring survival
frequencies after methylmetanesulfonate (MMS) treatment. Yeast rad51 cells expressing
Halobacterium salinarum radA showed a higher survival rate after MMS treatment than the
mutant cells that only harbored the vector, but lower than cells expressing the wild-type allele
RADS51. Therefore, our results suggested that the expression of Halobacterium salinarum
radA can partially complement the DNA repair function in Saccharomyces cerevisiae rad51

mutant cells.

- -
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1. INTRODUCAO

Neste estudo utilizamos organismos modelos que pertencem aos dominios Eukarya e
Archaea para iniciar o estudo da conservagio funcional das proteinas em diferentes dominios.

O dominio Archaea ainda é pouco conhecido, possui uma grande diversidade de
representantes cuja maioria vive em ambientes extremos. Devido as caracteristicas peculiares
deste grupo, poucos modelos de estudo para este dominio estdo estabelecidos. Um modelo
que tem sido muito utilizado ¢ a arqueia haléfila Halobacterium salinarum, que foi a nossa
escolha.

Como modelo para organismo eucarioto, escolhemos Saccharomyces cerevisiae, que
tem sido usada para tanto ha muito tempo.

Como modelo para teste de complementagdo funcional usamos o gene que codifica
Rad51, proteina envolvida em reparo de DNA (especificamente reparo por recombinagdo
homologa) e os genes de proteinas correlatas.

Na introdugdo daremos algumas informagdes sobre o dominio Archaea, e os
organismos S. cerevisiae e H. salinarum, sobre reparo de DNA, reparo de DNA por
recombinagdo homoéloga ¢ sobre as recombinases que fazem parte deste reparo. Por fim
falaremos sobre a complementagdo funcional e sua importancia no estudo de conservacao

funcional de proteinas.

11 O dominio Archaea

O dominio Archaea, antes denominado arqueobactérias, ¢ atualmente bem definido
como um grupo monofilético (Woese, 1990, Brown e Dolittle, 1997). O dominio pode ser
dividido em quatro filos (Korarchaeota, Nanoarchaeota, Crenarchaeota e Euryarchaeota)
baseados na seqiiéncia de rRNA (Allers et al., 2005).

O filo Crenarchaeota compreende a maioria das espécies hipertermofilas. Muitas séo
autotroficas quimiossintetizantes, constituindo os tUnicos produtores primarios em certos
habitats inéspitos. Recentes analises baseadas em seqiiéncias de rRNA indicam que
Crenarchaeota também pode ser encontrada em ambientes de baixa temperatura. Em
Euryarchaeota encontramos as arquéias halofilicas e as metanogénicas. Korarchaeota sao
hipertermofilas filogeneticamente diferentes de Crenarchaeota e sdo consideradas as arquéias
mais primitivas. Nanoarchaeota ¢ um taxa criado especialmente para o representante

Nanoarchaeum equitans, cujas relagdes filogenéticas sdo incertas (Huber et al., 2002)
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Varios representantes deste dominio tiveram seus genomas seqiienciados, o que
mostrou que os genomas de arquéias compartilham caracteristicas com eucariotos e bactérias.
Como bactérias, possuem genes organizados em operons. Mas arquéias e eucariotos também
possuem caracteristicas em comum, no que se refere a replicacdo, transcri¢do e traducio de
genes. As RNA polimerases de arquéias sdo mais similares as RNA polimerases de eucariotos
que as de bactérias. A RNA polimerase de arquéia possui subunidade extra com homologia
com a RNA polimerase de eucariotos que ndo esta presente na enzima bacteriana. Como em
eucariotos, a RNA polimerase de arquéias requer elementos transcricionais basicos como
“TATA-binding protein” (TBP), fator de transcricdo B (TFB) (Brown e Doolittle, 1997). A

iniciacdo de traducdo em Archaea usa metionina como em eucariotos, enquanto bactérias

usam a N-formilmetionina (Allers et al., 2005 | CHTGIIOSKICHEDAtOIICIDNANCHTaeEs

1.2 Halobacterium salinarum : Modelo para arquéias

O fato de ter seu genoma seqiienciado (Ng et al., 2000) e ser de facil cultivo em
laboratorio e outras caracteristicas fazem de Halobacterium salinarum um modelo para o
estudo do dominio Archaea. A eficiéncia de transformagao desta halofila ¢ alta, possui vetores
de clonagem e expressdo com marcadores para selecdo. Estratégias de inativacdo (knockout)
de genes tém sido usadas com sucesso em H. salinarum, inclusive com método de selegdo e
contra-sele¢ao utilizando um gene homologo ao gene de leveduras URA3, que permite a
delecdo sistematica de todos os genes ndo essenciais. Alem disso amplificacdes por PCR em
larga escala e arranjos de DNA tem sido realizados com grande sucesso. Por ser facilmente
lisada em meio hipotdnico, analises bioquimicas de proteinas desta arquéia podem ser
realizadas com relativa facilidade (revisado por Soppa, 2006).

Halobacterium salinarum pertence ao filo Euryarchaeota e ¢ uma haléfila obrigatoria,
ndo sobrevivendo em concentragdo de NaCl inferior a 1M. Organismos que vivem em
ambientes hipersalinos apresentam adaptagoes fisioldogicas como o acumulo de sais ou ions
em seu citoplasma, ou pela sintese de compostos organicos intracelulares, denominados
solutos compativeis. Assim, o género de haldfilos Halobacterium bombeia grandes
quantidades de K" para o interior da célula, superando a concentragdo extrema de Na'. Nestes
organismos, as enzimas devem exibir maior tolerancia ao sal, tendo em vista que seu
funcionamento devera ocorrer em um ambiente muito concentrado. Muitas apresentam
bombas de cloro, que constantemente bombeiam este ion para o interior da célula. As paredes

podem conter uma grande quantidade de aminoacidos carregados negativamente, ou
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polissacarideos sulfatados, para interagir com ions Na' presentes no meio, sendo esta
interacdo essencial a integridade da parede (Oren, 1999).

Na natureza Halobacterium salinarum esta exposta a grande quantidade de irradiacdo
solar que apresenta um desafio a integridade de seu genoma, refor¢cando a necessidade para
possuir um sistema de reparo de danos ao DNA eficiente (DiRuggiero et al., 1999; Grogan,
2000). Isto, e o fato de que Archaea ¢ um dominio relativamente inexplorado, desperta o
interesse nos tipos de mecanismo de reparo de danos ao DNA que operam dentro deste
dominio.

O que esta descrito de reparo de DNA e m Halobacterium salinarum.

1.3 Saccharomyces cerevisiae: Modelo para eucariotos

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um dos organismos modelos mais utilizados
para estudar outros organismos, interagdes de proteinas, descobrir estrutura e funcdo de
proteinas e varias outras abordagens. Além de possuir caracteristicas interessantes para o
trabalho laboratorial, como nao ser patogénica e considerada GRAS (generally regarded as
safe), ser de facil crescimento e ser passivel de técnicas como transformagao, replica-plating,
isolamento de mutantes, e outros, a levedura S. cerevisiae divide técnicas com o também
organismo modelo Escherichia coli, sendo possivel trabalhar com estes dois organismos
conjuntamente, 0 que aumenta as possibilidades de estudos. Linhagens de E. coli e S.
cerevisiae com diferentes gendtipos estdo facilmente disponiveis. Vetores bifuncionais
(estaveis em bactérias e leveduras) podem ser introduzidos em S. cerevisiae e funcionar tanto
como moléculas replicativas como serem integrados por recombinagdo homologa ao genoma.
Como a recombinagdo é quase exclusivamente homodloga em S. cerevisiae, é possivel que um
plasmidio seja integrado em sitios especificos.

Do ponto de vista cientifico, esta levedura compreende um dos sistemas eucariotos
mais bem conhecidos, sendo que trabalhos na area de fisiologia, bioquimica e genética
contribuiram significativamente para a elucidagdo de mecanismos genéticos mais variados,
desde as bases moleculares dos mecanismos de biossintese celular (replicagdo, transcri¢do e
tradugdo, por exemplo) até o conhecimento de mecanismos que controlam o envelhecimento
celular e o desenvolvimento neoplasico, passando pela base genética de diversas doengas
humanas (Friedberg, 2003).

S. cerevisiae foi o primeiro organismo eucarioto a ter seu genoma seqiienciado e

disponivel desde 1996 (Gouffeau et al., 1996). Seus 16 cromossomos, bem caracterizados,
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indicaram 6183 ORFs de um genoma extremamente compacto, com apenas 3,18% das ORFs
contendo introns.. As informagdes gendmicas sobre a levedura S. cerevisiae estdo disponiveis
em varios bancos de dados distintos, como o Saccharomyces Genome Database — SGD
(http://www.yeastgenome.org/) (Dolinski et al., 2002), o Martinsried Information Center for
Protein Sequences — MIPS (http://mips.gsf.de/) (Mewes et al., 1999; Mewes et al., 2000), o
qual contém informagdes sobre seqiiéncias de proteinas anotadas, e o Yeast Protein Database
— YPD (https://www.incyte.com/proteome/database/YPD) (Costanzo et al., 2000), que possui
um conjunto de dados com énfase em propriedades funcionais e fisicas das proteinas. Novas

informagdes sdo periodicamente incorporadas a esses bancos.

1.4  Reparo de danos ao DNA

F

O DNA gendmico de todos os organismos esta constantemente sujeito a danos que
podem ser produzidos espontaneamente, devido a instabilidade de ligagdes quimicas dos
nucleotideos, ou podem ser induzidos por interacdes de nucleotideos com compostos
quimicos ou agentes fisicos.

Como alteragdo espontdnea podemos citar a tautomerizagao (quando a base apresenta
sua forma tautomérica menos comum — forma enol), a desaminacdo (converte citosina em
uracila, por exemplo), a despurinizacdo e a despirimidinizagdo (promovem a formacdo de
sitios abasicos) ¢ a oxidacdo de bases (espécies reativas de oxigénio resultantes desse
processo promovem a fragmentacao de riboses, perda ou modificagdo de bases) (Friedberg et
al., 1995).

As lesdes ao DNA causadas por agentes ambientais compreendem os fotoprodutos da
exposi¢do a luz UV (dimeros de pirimidina, 6-4 fotoprodutos); a ligagdo covalente entre as
fitas da dupla-hélice do DNA causada pela exposicdo do DNA a psoralenos e luz UV, ou
mitomicina C, quebras simples e duplas no DNA resultantes da radiag@o ionizante, como raios

X ou raios gama (revisado por Kuzminov, 1999).
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O reparo de DNA pode ser mutagé€nico ou ndo mutagénico. No reparo nio
mutagénico, a restauragdo da lesdo ao DNA ocorre sem comprometer a integridade do
genoma, ja no reparo mutagénico, acontecem modificagdes na seqiiéncia de bases.

O reparo ndo mutagénico inclui o reparo por reversdo direta do dano (fotorreativagdo
enzimatica), reparo por excisdo de bases, reparo por excisdo de nucleotideos, reparo de mal-
pareamentos (mismatches). Além disso, para quebras (revisado por Friedberg, 2003) em uma
unica fita de DNA ou das duas fitas de DNA (dupla quebra), ha o reparo por recombinagio
homologa, que embora ndo seja mutagénico em si, pode levar a homozigose se 0 cromossomo
homologo for usado como molde em células diploides com danos anteriores a fase S.

O reparo de DNA pode ser mutagénico (reparo sujeito ao erro), € acionado geralmente
em situagdes de alta concentracao de lesdes e/ou quebras nas fitas de DNA. Nesses casos, a
célula utiliza como ultimo recurso o sistema de reparo sujeito a erro, usando polimerases
sujeitas ao erro (error-prone) que adicionam uma das quatro bases no local lesado, a fim de
garantir a continuidade do processo de replicagdo. Devido ao fato de ndo haver a informagao
precisa (molde), o proprio mecanismo de reparo acaba sendo o causador de uma mutagao,
pois a chance de introduzir uma base incorreta no DNA ¢ grande. Em E. coli o reparo
mutagénico ocorre quando o sistema SOS ¢€ acionado (revisado por Goodman, 2002).

Em eucariotos o reparo por recombinag¢@o ndo homologa ou juncdo de extremidades
ndo homologas (NHEJ — “non-homologous end joining”), também estd sujeito a erro
(revisado por Burma et al., 2006).

O reparo por fotorreativagdo ou reversdo direta do dano ao DNA ¢ realizado pelas
fotoliases. As fotoliase reconhecem e corrigem as lesdes causadas pela radiacdo UV ao DNA,
como o dimeros de pirimidina (CPD) e 6-4 fotoprodutos. Apos a absor¢do de um foton de luz
(300-500 nm), a fotoliase ¢ capaz de quebrar a ligacdo covalente entre as pirimidinas
adjacentes, revertendo a lesdo (Sancar, 1994). Por ser dependente de luz, este reparo também
¢ conhecido por “reparo no claro”.

No reparo por excisdo, também conhecido como “reparo no escuro”, ¢ realizada a
remogdo do segmento de DNA que contém a lesdo e a outra fita intacta é usada como molde.
No reparo por excisdo de bases (BER), DNA glicosidases removem a base modificada
produzindo um sitio abasico e endonucleases AP clivam a fita que contém o sitio abasico e
removem alguns nucleotideos formando uma lacuna no segmento de DNA. Em E. coli a
DNA polimerase 1 (poll) catalisa a adi¢do dos nucleotideos requeridos, preenchendo esta
lacuna, e a DNA ligase une os nucleotideos (de Vries e Wackernagel, 1992).

O reparo por excisdo de nucleotideos (NER) esta envolvido no reparo de lesdes que

causam distor¢des no DNA. A endonuclease remove um segmento de 12 a 13 nucleotideos
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contendo a lesdo, resultando em uma lacuna. Apos a sintese da seqiiéncia de nucleotideos
correta pela DNA poll, a DNA ligase une a fita de DNA originalmente lesada (Friedberg et
al., 1995).

O reparo de mal-pareamento de bases ("Mismatch repair" MMR), como o nome diz,
tem a fungdo de corrigir o pareamento erroneo de bases durante a replicagdo. O mecanismo de
acdo do MMR ¢ direcionado por metilagdo de seqiiéncia GATC na fita que € sintetizada apos
a replicagdo. Em E. coli, as enzimas Mut reconhecem e se ligam as bases mal pareadas na
seqiiéncia GATC. Se somente uma das fitas ¢ metilada na seqiiéncia GATC, a proteina MutH
atua como endonuclease sitio especifica,clivando a fita ndo metilada na por¢do 5’ da
seqiiéncia alvo. Uma vez ocorrendo a clivagem, a DNA polimerase 111 preenche o espago que
foi retirado e a DNA ligase faz a ligagao fosfodiéster. O ultimo passo no processo consiste na
metilagdo dos sitios GATC das fitas recém sintetizadas pela Dam metiltransferase O reparo de
pareamentos incorretos pode levar a excisdo de mais de 1000 nucleotideos de uma das fitas do
dsDNA na tentativa de reparar um pareamento incorreto criado durante a replicagdo (Modrich
e Lahue, 1996).

Em Escherichia coli o parte do sistema de reparo do DNA ¢ mediado pela Resposta
SOS, que ¢ um complexo mecanismo celular induzido devido a interrupgdo da replicacéo
diante de barreiras no DNA. A indugdo da resposta SOS promove a expressdo de mais de 40
genes presentes no regulon SOS. Estes genes operam na manutencdo da integridade da
forquilha de replicaggo, no reparo de lesdes, na sintese translesdo, e no bloqueio da divisdo
celular prematura até que as barreiras no DNA tenham sido eliminadas (Friedberg et al.,
1995).

A desrepressdo dos genes constituintes do regulon SOS ocorre quando a proteina
RecA ligada ao ssDNA e em presenca de ATP, ativa a autoclivagem do repressor LexA
tornando-o inativo. LexA, na sua forma dimérica, liga-se a uma seqiiéncia palindromica
presente na regido operadora dos genes SOS impedindo sua transcrigdo em condi¢des normais
de crescimento (Friedberg, 1995). Muitos dos genes regulados positivamente na resposta SOS
tém como funcdo o reparo das lesdes no DNA e a restauragdo do processo de replicagdo.
Incluem-se neste grupo os produtos dos genes UVFA, uvrB, os quais participam do reparo por
excisdo de nucleotideos. Outros genes regulados positivamente sdo polB, dinB, umuCD que
codificam para as DNA polimerases: polll, pollV e polV, respectivamente. As proteinas
envolvidas no reparo mutagénico sdo expressas a partir do regulon SOS (revisado por
Kuzminov, 1999).

Nos primeiros 5 minutos apdés a irradiagdo com luz UV, os genes recA e recN

(envolvidos no reparo do DNA por recombinagdo) e o gene SUlA (envolvido na inibi¢do da
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divisdo celular) sdo induzidos. O repressor LexA também ¢ induzido nesse periodo. O grau de
expressdo destes genes apos a indugdo € 2 - 30 vezes maior do que a expressdo constitutiva
(revisado por Courcelle et al., 2001). Os genes umuD e umuC sdo fortemente expressos 20
minutos apods a exposi¢do a luz UV, indicando que numa situagdo de graves lesdes no DNA,
ou seja, numa situagdo em que a sintese normal do DNA n#o tenha sido restaurada através do
reparo ndo mutagénico, as proteinas envolvidas no reparo mutagénico, UmuD e UmuC, sio
necessarias (revisado por Courcelle et al., 2001).

Em Saccharomyces cerevisiae, o grupo epistatico RAD6 codifica genes que estdo
envolvidos na sintese trans-lesdo (TLS) e na mutagénese espontanea. Trés destes genes sdo
conhecidos por REVI1, REV3 e REV7. REV1 codifica para uma proteina da familia Y de
DNA polimerases (propensas ao erro) que incorpora dCMP ao se deparar com um sitio
abasico durante a replicacio. A DNA pol { (composta pelas subunidade Rev3 e Rev7)
coopera com Revl para realizar a sintese trans-lesdo extendendo o C colocado em oposigdo
ao sitio abasico. Homoélogos de Revl E Rev3 sdo encontrados em humanos, camundongos e
Drosophila (Revisado por Goodman, 2002).

O reparo por NHEJ e por recombina¢do homoéloga atuam em um dos tipos mais sérios
de danos que pode ser infligido ao genoma, que ¢é a quebra dupla das fitas de DNA (DSB).

Hé muitas formas de produzir DSBs, mas a replicagdo de DNA ¢ um mecanismo
principal por converter lesdes na ssDNA em DSBs (Kuzminov, 1999).

DSBs podem surgir de varias fontes diferentes. Exogenamente DSBs s@o causados por
radiagdo ionizante como Raios X ou gama ou através de varias substancias quimicas
radiomiméticas (metilmetanosulfonato — MMS, etilmetanosulfonato — EMS). Endogenamente
DSBs podem ser geradas diretamente através de espécies reativas de oxigénio e também
podem surgir como conseqiiéncia de reproduzir um molde de DNA com quebra. Realmente,
se uma forquilha de replicacdo de DNA encontra uma interrupgdo (corte ou gap no ssDNA)
em uma das duas fitas de DNA, esta interrup¢do sera convertida a uma DSB (Kuzminov,
1999). Cortes em DNA pode ser o resultado de numerosas fontes algumas das quais incluem
fragmento de Okazaki na fita de movimento lento ou incisdo de uma fita de DNA estragada
por outro sistema de reparo, como o reparo por excisdo de nucleotideos ou de base
(Kuzminov, 1999).

Além destes mecanismos gerais para formagdo de DSB, DSBs em eucariotos sao
produzidos por exemplo, em células meidticas, DSBs sdo introduzidos enzimaticamente
durante meiose, assegurando o crossing over de homoélogos (Keeney et al., 1997; Haber,

2000a,; Haber, 2000D).
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Qualquer que seja a quebra, ¢ um problema particularmente significante a célula
porque eles desafiam a integridade da molécula de DNA e podem conduzir, se ndo reparado, a
perda de informagdes, rearranjo de cromossomos, € ndo segregagdo de cromossomos.

Devido a essas conseqiiéncias potencialmente letais, todos os organismos, de bactérias
a eucariotos, apresentam mecanismos para reparar este tipo de lesdo ao DNA. Em bactérias,
este tipo de dano € reparado principalmente pelo processo de recombinacdo homologa de
DNA (Kuzminov, 1999), em eucariotos, o DSB ¢ reparado ou por recombinagdo homoéloga ou
ligacdo de extremidades ndo-homologas (NHEJ) (Paques e Haber, 1999). Recombinacao
homologa envolve emparelhando do DNA danificado com um par homoélogo para copiar
qualquer informacdo perdida do homologo, reparando com precisdo assim o DSB,
considerando que NHEJ envolve ligagio do DSB sem a necessidade de homologia
significante, pode ser considerada propensa ao erro.

O NHEIJ ¢é o processo utilizado com maior freqiiéncia em mamiferos. Nessa via de
reparo, as extremidades do cromossomo que sofreu quebra dupla sdo justapostas e religadas,
com a possivel perda de um ou dois nucleotideos no local da ligacdo. O NHEJ ¢ uma forma
rapida de reparo, porém tem maior tendéncia a erro, ao contrario da recombinacdo homologa

(Burma et al., 2006).

BB Rcparo de danos ao DNA por Recombinacdo Homoéloga (ElEEHENG

Recombinagdo homologa de DNA ¢ um dos mecanismos primarios para o reparo de
quebra dupla das fitas de DNA (DSBs). Embora o mecanismo geral seja semelhante em
bactérias e eucariotos, as proteinas que estdo envolvidas neste processo diferem.

O mecanismo basico de reparo de DNA por recombinagdo homologa apresenta as
seguintes etapas:

O primeiro passo no processo recombinagdo homodloga de DNA envolve o
processamento da molécula de DNA quebrada de forma que uma regido com ssDNA ¢
gerada. Este processo pode ser realizado pela ag@o de helicases de DNA, nucleases, ou ambos.
O proximo passo corresponde a procura para a molécula de DNA homoéloga que é seguida
imediatamente pela troca das fitas de DNA. Este passo ¢ realizado por proteinas que ligam ao
ssDNA e que catalisam a invasdo e troca das fitas. O filamento de nucleoproteina resultante ¢
a forma ativa destas proteinas que realizam a invasdo e busca por homologia na molécula de

DNA. A conseqiiéncia deste evento emparelhando inicial € uma regido conhecida por hétero-
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duplex no DNA. O terceiro passo envolve a troca reciproca das fitas de DNA, criando uma
estrutura de quatro fitas conhecida como uma jun¢do de Holliday. O passo final envolve
divisdo simétrica da jungdo de Holliday por uma endonuclease jung¢do de Holliday-especifica,
produzindo um de dois produtos recombinantes alternativos (Kowalczykowski et al., 1994;
West, 1997;White et al., 1997; Lilley e White, 2000). Apesar de diferengas entre os sistemas
bacteriano (bem estudado em E. coli) e de eucariotos (tendo como modelo S. cerevisiae), estes

passos basicos permanecem conservados.

1.6 Reparo de danos ao DNA por Recombinagdo Homéloga nos trés dominios da

vida

E. coli possui caminhos diferentes para o reparo de dupla quebra nas fitas de DNA
(Kuzminov, 1999): o caminho de RecBCD que repara quebra dupla das fitas de DNA (DSBs);
e o caminho de RecF que principalmente repara aberturas de fita tinica mas pode reparar
DSBs. Ambos dependem da agdo da proteina de reparo recombinacional RecA. No caminho
de RecBCD, a helicase/nuclease RecBCD gera ssDNA em ambas extremidades da DSB, e
também insere proteinas RecA sobre estes ssDNA. No caminho de RecF, helicase de RecQ
processa a molécula de DNA quebrada para produzir ssDNA, e o RecO e proteinas de RecR
ajudam inserindo proteinas RecA sobre o ssDNA mediante a remogao de proteina de ligacéo a
ssDNA (Kuzminov ,1999).

A recombinagdo homologa ¢ estudada extensivamente em eucariotos tendo como
modelo a levedura S. cerevisiae, mas estudos em mamiferos demonstram a universalidade
deste processo (Paques e Haber, 1999). O sistema de recombina¢do homoéloga em eucariotos
pode ser comparada aos sistemas bacterianos, mas, ¢ um processo mais complexo. O reparo
de DSBs através de recombinagdo homologa requer a participacdo de outros componentes do
grupo epistatico de RADS2, que consistem de RAD50, RADS51, RAD52, RAD54, RADS5,
RAD57, RAD59, MRE11, XRS2, e genes de RDH54/TID1 (Paques e Haber, 1999). As fungoes
das proteinas codificadas por estes genes foram estudadas genética e bioquimicamente,
contudo, a fungdo precisa de algumas proteinas nio foi completamente elucidada.

Estudos bioquimicos revelaram a fungdo de muitas enzimas que participam no
processo de recombinagdo homodloga. Em E. coli, foi determinado que o processo de
recombinac¢do homoéloga envolve a agdo de mais de 25 proteinas diferentes (Kowalczykowski

et al., 1994), para as quais pode haver homdlogos estruturais ou funcionais em arquéias.
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O sequenciamento do genoma de varias arquéias tornou possivel identificar
homologos estruturais de muitas proteinas envolvidas no processo de recombinagdo homologa
de DNA. Além disso, algumas destas proteinas foram estudadas bioquimicamente, e ha
evidéncias genéticas que apdiam o papel destes genes na recombinacdo homodloga do DNA

(Schmidt et al., 1999).

1.7 A familia de Recombinases RecA/Rad51/RadA

O pareamento homoélogo e a troca das fitas de DNA talvez sejam os passos mais
criticos para a recombinagdo homoéloga (Kuzminov, 1999).

Em bactérias, o papel de pareamento homologo e troca das fitas de DNA ¢ realizada
pela proteina RecA (Bianco e Kowalczykowski, 1999). Em eucariotos a proteina Rad51
assume este papel (Ogawa et al., 1993), e em arquéias, este passo ¢ mediado pela proteina
RadA (Seitz et al., 1998).

A proteina RecA bacteriana foi o primeiro membro identificado da familia das
recombinases. Nessa familia, incluem-se as proteinas UvsX do bacteriéfago T4 (Beernik e
Morrical, 1999), RadA de arquéia (Seitz et al. 1998), Dmc1 (Gupta et al., 2001) ¢ Rad51
(Ogawa et al., 1993; Sung, 1994) de eucariotos.

As recombinases da familia RecA/Rad51/RadA sdo proteinas que tem papel chave na
recombinacdo homologa, que ¢ importante na proliferacdo celular, manutencao e estabilidade
do genoma e na diversidade genética, particularmente em eucariotos. A deficiéncia em rad51
¢ letal em camundongos no inicio do periodo embrionario (Tsuzuki et al., 1996). Rad51
humana interage fisicamente com os produtos dos genes supressores de tumores p53, BRCAI
e BRCAZ2, sugerindo seu possivel papel na tumorigénese (Marmorstein et al., 1998).

Apesar de serem considerados ortologas estruturais e funcionais, RecA, Rad51 e as
demais proteinas exibem algumas diferencas. RecA e Rad51 apresentam uma regido de 30%
de identidade, compreendendo os residuos de aminoacidos 154 a 374 de Rad51 e 33 a 240 de
RecA, um dominio essencial para a recombinagdo. Além disso, Rad51 apresenta algumas das
atividades de RecA, como ligacdo a simples e dupla fita de DNA, hidrdlise de ATP, formagio
de filamentos de nucleoproteina e formacdo de DNA héteroduplex (Sung e Robberson, 1995).
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1.7.1 A Recombinase RecA

O gene recA foi originalmente isolado em E. coli ha mais de trinta anos a partir de
uma mutagdo responsavel pela redugdo dramatica no nivel de recombinagdo. Seu
envolvimento foi estabelecido para quase todas as vias de recombinagdo em bactérias.
Subseqiientemente, a proteina RecA mostrou possuir muitas atividades bioquimicas: atividade
ATPasica dependente de fita simples de DNA (ssDNA) e a dupla fita de DNA (dsDNA),
protease DNA e ATP - dependente, anelamento ao DNA estimulado por ATP e atividade de
troca de fita de DNA dependente de ATP (Cox, 1999). Apos o processamento inicial da
extremidade da quebra dupla das fitas de DNA (DSB) pelo complexo RecBCD ou enzimas de
RecQ (Anderson e Kowalczykowski, 1997b; Harmon e Kowalczykowski, 1998), a proteina
RecA comeca uma busca por homologia, e catalisa o pareamento ¢ troca da fita de DNA entre
cada das duas moléculas de DNA do par homologo. O pareamento e troca da fita de DNA
mediado por RecA acontecem em uma série de passos distintos: pré-sinapse, sinapse e pos-
sinapse. Durante pré-sinapse, a proteina RecA liga-se ao ssDNA, na propor¢do de um
monomero de RecA ligado a trés nucleotideos de ssDNA. A proteina RecA interage com
ssDNA de uma maneira ndo-especifica, cooperativa, mas exibe uma preferéncia por ligar e
emparelhar seqiiéncias de DNA rico em G e residuos de T (Tracy e Kowalczykowski, 1996).
A proteina RecA complexa-se ao ssDNA de forma polar e acontece na dire¢do 5' - 3' para
gerar um filamento de nucleoproteina helicoidal destro continuo de RecA denominado o
"complexo pré-sinaptico” (Stasiak et al., 1984; Egelman e Stasiak, 1986; Stasiak e Egelman,
1986; Stasiak ¢ Egelman, 1994). A formacdo deste complexo pré-sinaptico acontece muito
mais prontamente na presenca de proteina ligadora a DNA fita simples (SSB). A proteina
RecA liga-se pobremente a dsDNA, devido a presenca de estrutura secundaria em ssDNA,
que impede formagdo de um filamento de nucleoproteina. A proteina de SSB remove essa
barreira rompendo a estrutura secunddria, e ¢ deslocada subseqiientemente através de proteina
de RecA (Kowalczykowski e Krupp, 1987). A formagdo do filamento de nucleoproteina ativo
depende tipicamente da presenca de um cofactor como ATP ou dATP, e nesta forma ligada ao
ATP, a proteina RecA esta em um estado que tem uma afinidade alta por ssDNA.

Na fase sinaptica, o filamento de nucleoproteina RecA catalisa a busca por homologia
dentro de outra molécula de dsSDNA homologa e trocas fitas de DNA entre as duas moléculas.
Primeiro, o filamento de RecA faz uma série de contatos ndo-homodlogos ao acaso com a
molécula de DNA duplex antes de achar a seqiiéncia homologa.

A estrutura de RecA foi elucidada em 1992. A estrutura do filamento RecA-DNA tem

sido amplamente caracterizada por microscopia eletronica (EM). A proteina RecA liga-se ao
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DNA numa estequiometria de 3 nucleotideos (ssDNA) ou 3 pb (dsDNA) por mondmero de
RecA formando um filamento helicoidal voltado para a direita denominado filamento de
RecA. Uma volta completa da hélice de RecA contém 6 mondmeros e os hexdmeros ndo
interagem entre si. A estrutura do filamento de RecA pode assumir duas formas gerais, a
comprimida (inativa) ou estendida (ativa). O filamento inativo é formado pela proteina
sozinha, pela proteina ligada ao DNA na presenga de ADP ou auséncia de ATP ou analogos
de ATP (revisado por Mcgrew e Knight, 2003).
Cada monomero de RecA apresenta trés dominios. O dominio N-terminal (residuos 1-
33) é formado por a-hélice e folha f O dominio Central (residuos 34-268) consiste de 8 folhas
B (B1—P8) e por 6 a- hélices (aB—aG). Este dominio contém o sitio de ligagdo para o ATP,
os motivos Walker A (residuos 66-73) e Walker B (residuos 195-209), e as regides de ligacao
do DNA, designadas L1 (residuos 157-164) e L2 (residuos 195-209). Os residuos 269-352
formam o dominio menos conservado, o dominio C-terminal, que consiste de 3 a-hélices e 2
folhas B. Esse se projeta para fora do filamento de RecA, estabilizando interagcdes entre
polimeros do cristal. Os residuos 329-352 formam uma cauda altamente negativa e

desordenada na estrutura do cristal (revisado por McGrew e Knight, 2003). _

1.7.2 A Recombinase Rad51

A existéncia de uma proteina homoéloga a RecA em eucariotos foi descoberta em
mutantes de S. cerevisiae que apresentavam sensibilidade a radiagéo ionizante e a inabilidade
em realizar meiose. Estudos mostraram que um mutante nulo em rad51 era defeituoso na
recombinagdo meidtica, mitdtica e no reparo de DSB. Adicionalmente, foi verificado que a
proteina Rad51 apresentava alta similaridade a proteina RecA na seqiiéncia de aminoacidos
(Shinohara et al., 1992).

Rad51de Saccharomyces cerevisiae (ScRad51) pertence ao grupo RADS52, cujos
produtos génicos estdo concomitantemente envolvidos no reparo de dupla quebra da fita de
DNA (DSB), bem como em recombinag@o mitdtica e meidtica Os dez mutantes que fazem
parte do grupo rad52 (rad50, rad51, rad52, rad54, rad55, rad57, rads9, rfal, mrell e xrs2)
sdo sensiveis a radiag@o ionizante (Friedberg et al., 1995), contudo, todos sdo viaveis.

A proteina Rad51 apresenta muitas das caracteristicas bioquimicas da proteina de
RecA: a estequiometria de ligagdo a DNA (um mondmero de proteina Rad51 por 3

nucleotideos de DNA), atividade ATPasica -dependente de ssDNA, e catalise de troca de fita
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de DNA, a proteina Rad51 também forma um filamento de nucleoproteina helicoidal destro
em DNA, semelhante ao de proteina RecA (Ogawa et al., 1993).

A proteina Rad51 como RecA, forma uma estrutura em filamento que tem papel chave
no reparo por recombinagdo homologa (filamento pré-sinaptico). No entanto, Rad51 tem
propriedades distintas de RecA . EIIGNCICHCISICHCHICoAMeIatal . ScRad51 liga-se
prontamente a DNA simples fita (ssDNA) e dupla fita (dsDNA) (revisado por Cox, 2003). Na
reacdo de troca da fita, na recombinacdo homologa, ScRad51 ¢ mais dependente da presenca
de uma proteina ligadora a ssDNA, (geralmente a proteina de replicagdo A ou RPA) que
RecA (Sugiyama et al. 1997). A fungdo primaria desse filamento ¢ localizar seqiiéncias
homologas que podem ser utilizadas como molde para reparar o dano a fita de DNA (Sung et

al. 2003).

1.7.3 A Recombinase RadA

Um papel para proteina de RadA (Sandler et al., 1996) no reparo de DNA por
recombinagdo homoéloga veio da andlise genética de uma delecdo do gene de radA de
Haloferax volcanii (Woods e Dyall-Smith, 1997) que resultou em taxa de crescimento
diminuida, e uma sensibilidade aumentada a agentes que provocam danos ao DNA como
irradiagdo de UV e¢ etil-metano-sulfonato (EMS).

O gene homoblogo da proteina RecA do hipertermoéfilo Sulfolobus solfataricus, cuja
proteina foi a primeira a ser purificada e estudada bioquimicamente, compartilha muitas das
mesmas caracteristicas bioquimicas de RecA e de RadS1. A proteina RadA ¢ uma ATPase
dependente de DNA, forma filamentos de nucleoproteina helicoidal em DNA e catalisa troca
de fita de DNA (Seitz et al., 1998). A proteina RadA também liga ssDNA com a mesma
estequiometria de RecA e Rad51 (um monomero de RadA para 3 nucleotideos), e mostra uma
preferéncia por ligar e parear a seqiiéncias de DNA que sfo ricas em G e residuos de T (Seitz
e Kowalczykowski, 2000). O filamento de nucleoproteina formado pelo proteina RadA de
arquéias tem a mesma estrutura helicoidal destra formada por RecA de E. coli e Rad51 de S.
cerevisiae (Egelman ¢ Stasiak, 1986; Ogawa et al., 1993; Seitz et al., 1998).

O mondémero de RadA de Sulfolobus solfataricus (SsRadA) apresenta dois dominios
ligados por uma regido conectora (linker). O dominio N-terminal (residuos 10-69) forma um
feixe de quatro a-hélices. A regido conectora (residuos 70-84) possui pequena extensdao
formando uma fita-Beta e uma a-hélice. A regido C-terminal (residuos 85-324) é um dominio

ATPasico, composto por 9 fitas-B flanqueadas por 4 a-hélices (Ariza et al., 2005). As
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caracteristicas bioquimicas de RadA parecem ser mais proximas de Rad51, porém sua taxa de
atividade de ATPase ¢ bastante baixa (kcat = 0.2 min) e a eficiéncia de troca de fita é bastante
pobre (Seitz et al., 1998).

As proteinas de RadA de outras arquéias hipertermofilas de Desulfurococcus
amylolyticus, Pyrobaculum islandicum, e Pyrococcus furiosus (P. furiosus) possuem
atividades bioquimicas semelhantes, também a temperaturas elevadas (Kil et al., 2000;
Komori et al., 2000). Em acordo com sua semelhanga bioquimica a proteina Rad51 de
eucariotos, as seqiiéncias de aminoacidos mostram que as proteinas RadA de arquéias sdo
mais proximas estruturalmente a proteina Rad51 de eucarioto (34-42% idéntico e 53-63%
semelhante) que a RecA de E. coli (14-17% idéntico e 25-31% semelhante). Analises de
dominios da proteina RadA de P. furiosus demonstram que a porgdo C-terminal da proteina
que contém o dominio central (Dominio II), possui atividade de ATPase DNA-dependente e
atividade de troca de fita de DNA. (Komori et al., 2000).

Células de H. salinarum NRC-1 foram irradiadas com UV-B em doses equivalentes a
30 J/m2 e 5 J/m2 de UV-B. O perfil transcricional mostrou que apenas 11 genes foram super-
expressos 1.5 a 2 vezes mais, em ambas as doses de UV-B. O gene mais fortemente expresso

foi radAl (vng2473), o homologo as recombinases Rad51/RecA (Boubriak et al., 2008).

1.8 Estudos de complementacéo funcional

A féacil manipulagdo de S. cerevisiae e ampla caracterizagdo de seu genoma permitem
que estudos de complementacdo de genes de outros organismos sejam desenvolvidos com
sucesso. Por exemplo, a caracterizagdo de proteinas envolvidas no processo de glicosilagdo da
levedura metilotrofica Hansenula polymorpha, foi realizada através de experimentos de
complementagdo em S. cerevisiae (Kim et al., 2006).

Os estudos de complementacdo sdo bastante generalizados sendo possivel a
complementagdo de mutacdes em leveduras com genes de organismos bem distantes, como
plantas. Subunidades da proteina succinil CoA ligase de tomate, envolvida no ciclo de Krebs,
foram utilizadas para complementar mutantes nessas subunidades de S. cerevisiae com
sucesso, mostrando tanto conservag¢do funcional como estrutural (Studart-Guimaraes et al.,
2005). Da mesma forma o gene NHX de Arabdopsis thaliana, que codifica transportador de
N'/H', foi capaz de complementar leveduras mutantes nhx (Gaxiola et al., 1999).

Estudos de complementagdo funcional foram realizados expressando RecA de E. coli

em S. cerevisiae mutantes em Rad51. Estes estudos demostraram que apesar da similaridade e
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da homologia funcional entre as proteinas, RecA foi incapaz de complementar a sensibilidade
de mutantes Rad51 a UV, MMS ¢ 8-MOP + UVA (Morais et al., 1998). Apesar da
similaridade entre as proteinas RecA e¢ Rad51, a proteina RecA ndo apresenta a por¢do N-

terminal presente em Rad51, importante para a formacdo do complexo Rad51 e na interacdo

com outras proteinas do complexo Rads2. [ EICININISESINAINGCDYOCOCCUSICon

Uma grande similaridade em relag@o a estrutura primaria das proteinas ndo garante a
capacidade de complementagdo funcional plena.

A proteina Rad51 da levedura termotolerante Pichia angusta é muito similar 8 Rad51
de S. cerevisiae, apresentando 71,3% de identidade em relagdo a seqiiéncia de aminoacidos.
No entanto em ensaio de complementacdo funcional, no qual Rad51 de P. angusta foi
expressa em linhagens de S. cerevisiae mutantes em Rad51 foi possivel observar apenas uma
complementacdo funcional parcial (Shalgev et al., 2004) entre estas proteinas.

As proteinas RadA de H. salinarum ¢ Rad51 de S. cerevisiae apesar de apresentarem
apenas 35% de identidade em relagdo a seqiiéncia de aminoacidos, mostraram-se muito
conservadas em relagdo a estrutura tridimensional. Uma vez que apresentam uma homologia
tridimensional e funcional, apesar de pertencerem a dominios diferentes, RadA seria capaz de

complementar funcionalmente linhagens de S. cerevisiae mutantes em Rad51?
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_ 7| Formatados: Marcadores e
< numeracao

2. OBJETIVOS

Analisar in silico e in vivo o potencial de complementagio funcional de RadA de H.
salinarum em linhagem de S. cerevisiae mutante em Rad51, por meio de andlise de
similaridade estrutural e conservag@o espacial de aminoacidos criticos para a funcdo das

proteinas e por meio de estudos de complementacao funcional.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens de Microrganismos

3.1.1 Linhagens Bacterianas: Escherichia coli

DH5a: F-endA1 glnV44 thi-1 RecAl relAl gyrA96 deoR nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-
- +
argF)Uu169, hst17(rK m ), A—

3.1.2 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

F3(rad51): Rad51::LEU2
F(808): MATa leu2-3, 112, ura3-52, adel -100, his4-549 GAL™(wt)

3.1.3 Linhagens de Halobacterium salinarum

ATCC 19700, ATCC 33171, ATCC 43214 (Moore e McCarthy, 1969) [EHONDS

3.2 Meios de cultura e solugdes

3.2.1 Meios de Cultura e solucdes para linhagens bacterianas (Sambrook et al., 1989)

Todos os meios foram esterilizados em autoclave (120 Kgf/cm2 — 15 minutos) antes de

serem utilizados.

e LB: Triptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%.Para meio LB solido foi

acrescentado agar a 1,5%.

* SOB: Bactotriptona 2%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 10mM, KCIl 2,5mM,
MgCI2 10mM, MgSO4 10Mm.

* SOC: 10ml de meio SOB, 100pul de glicose 2M, 100ul de Mg2+ 2M (MgSO4 1M +
MgCl12 1M).

* 2XYT: Bactopeptona 1%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 1%, pH 7,0.
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3.2.1.1 Estoque de microrganismos

O volume de 400ul de glicerol foi adicionado a 1ml de cultura bacteriana e mantido

em freezer a -70°C.

3.2.1.2 Antibidticos

Os plasmidios utilizados neste estudo conferem resisténcia & ampicilina, que foi

utilizada na concentragdo final de 100pg/ml, tanto em meio de cultura liquido quanto sdélido.

3.2.2 Meios de cultura e solucBes Saccharomyces cerevisiae (Guthrie e Fink, 1991)

Todos os meios de cultura utilizados para leveduras foram esterilizados sob as mesmas

condigdes descritas para bactérias.

* YPD: Extrato de levedura 1%, Peptona 2%, Dextrose 2%.

* SD: YNB sem aminoacido 0,17%, Dextrose 2%,Sulfato de amoénio 0,5%.

Para meios sélidos, foi adicionado agar a 2%

A estocagem de leveduras foi realizada nas mesmas condi¢des descritas para bactérias.

Complemento para meio minimo (SD) para levedura: Triptofano, Lisina, Histidina:

30pg/ml (concentragdo final), Leucina, Uracila, Adenina: 20 pg/ml (concentragdo final)

3.2 Meio de cultura para Halobacterium salinarum

Casamino-acidos 0.75%, Extrato de levedura 1.0%, Nas-citrato 0.3%, KCI 0.2%,
MgS0,4.7H,0 2.0%, FeS04.7H,0 0.005%, MnSO4.H,0 0.02%, NaCl 15.0%, Agar 2.0%, pH
7.4.
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3.3 Plasmidios

pGEMT: Vetor de clonagem em bactéria. Amp"
pYES2: Vetor bifuncional — pGAL-1, 2um ori, URA-3, pUC ori, Amp"

3.4 Iniciadores para a amplificacdo por PCR dos genes de interesse neste estudo

Tabela 1: Iniciadores para a amplificacdo por PCR dos genes radA e RAD51

Gene | Sitios de Iniciador F (5" - 37) Iniciador R (5” - 3°)
restricdo
radA EcoRl/ | CCTGCGGAATTCATGGGCCGGGAT | CGCTCTAGATTATTCGGGCTTCAG
Xbal
rad51 | EcoRI/ | TATGAATTCATGTCTCAAGTTCAA | ACCTCTAGACTACTCGTCTTCTTC
Xbal
3.5 Métodos

3.5.1 Analises in silico

3.5.1.1 Modelagem de proteinas

As proteinas foram modeladas através do programa SWISS-MODEL (Guex et al.,
1997, Schwede et al., 2003; Arnold et al., 2006), utilizando como molde as proteinas com
estruturas resolvidas por cristalografia e que apresentavam maior similaridade, em relagdo a

seqiiéncia de aminoacidos, a proteina a ser modelada.

3.5.2 Contagem de células de levedura

Para contagem de células foi utilizada uma camara de Neubauer, onde foi aplicada
uma aliquota de 10 pl e foi coberta com uma laminula. A camara de Neubauer ¢ formada por
9 quadrados subdivididos. O quadrado central é dividido em 25 quadrados, que sdo divididos
em 16 quadrados. As cé€lulas dos 4 quadrados das extremidades foram contadas e foi realizada
uma média desse valor. O valor obtido foi entdo multiplicado por 25 (ntmero total de

quadrados). O valor obtido ¢ o valor de células/ml da aliquota em uma diluigdo de 10™.

3.5.3 Transformacéo de microrganismos
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3.5.3.1 Preparacgdo e transformacdo de bactérias eletrocompetentes (Sambrook et al.,
1989)

Foi realizado um pré-indculo a partir de uma colonia da bactéria escolhida em 100ml
de meio 2xYT. Este foi incubado overnight a 37°C com agitacdo. Utilizou-se 10ml do pré-
in6culo para inocular 1 L de meio 2xYT que foi levado para agitacdo a 37°C até atingir
D.O.600nm de 0.2-0.25. Resfriou-se o frasco com a cultura em gelo. Apds resfriada, a cultura
foi centrifugada (10.000 rpm por 10 minutos a 4°C) até total sedimentagdo das células, com
descarte do sobrenadante em seguida. O sedimento foi ressuspendido em 50 ml de glicerol
10% a 4°C e centrifugado novamente nas mesmas condi¢des anteriores, por 15 minutos.
Foram realizadas mais duas etapas de lavagem das células em 100 ml de glicerol 10% a 4°C,
com centrifugacdes nas mesmas condi¢des anteriores. O final foi ressuspendido em 1 ml de
glicerol 10% e uma aliquota de 25 pl da ressuspensao foi diluida em 10 ml de glicerol 10%. A
D. O. ¢ponm foi medida e a ressuspensdo diluida com glicerol 10% até a D. O. atingir 0.15. A

suspensao foi dividida em aliquotas de 40 pl e armazenada a —90°C.

3.5.3.2 Preparacao e transformacéo de leveduras (Gietz et al., 1995)

Uma colonia da levedura selecionada foi utilizada para inéculo em 5ml de meio YPD,
que foi mantido a 30°C com agitacdo por 24 horas. 20 pl dessa cultura foram utilizados para
inocular 10 ml de meio YPD, sendo que este foi mantido overnight a 30°C com agitagdo. As
células foram contadas e uma aliquota dessa cultura foi utilizada para inocular 75 ml de meio
YPD a uma densidade de 5x107 células/ml. O crescimento foi acompanhado até atingir uma
densidade de 1.6 a 2.0x10’ células/ml, tendo atingido este valor, um volume equivalente a
1x10® células foi centrifugado por 5 minutos a 7000rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células foram ressuspendidas em 1ml de H,O mili-Q esterilizada. As células foram novamente
centrifugadas por 30 segundos a 10.000 rpm e ressuspendidas em 400 ul de LiAc 0.1M, este
processo de lavagem com LiAc foi repetido mais uma vez. O sobrenadante foi descartado e
acrescentou-se na seguinte ordem: 240 pul de PEG 50% (p/v), 36 ul de LiAc 1M, 25 ul de ss-
DNA 2mg/ml (previamente fervido e resfriado em gelo), 50 ul de solugdo de DNA contendo
1ug de plasmidio. A mistura foi vortexada e levada a banho-maria 30°C por 30 minutos. Logo
apos, as células foram submetidas a um choque térmico de 42°C por 30 minutos. As células
foram centrifugadas (30 segundos), o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 500 pl H,O mili-Q esterelizada. As células foram entdo plaqueadas em meio seletivo.

Solugdes utilizadas:

LiAc dissolvido em H,O mili-Q esterilizada em uma concentracdo de 0,1 ¢ 1M,
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PEG 3350 dissolvido em H,O mili-Q estéril a 50% (p/v),
ss-DNA (DNA de esperma de salmao) dissolvido em H,O mili-Q estéril (2mg/ml).

3.5.4 Extracédo de DNA

3.5.4.1 Extracéo de DNA plasmidiano de bactéria por lise alcalina (Sambrook et al.,
1989 com modificagdes)

Uma coldnia da bactéria selecionada para extrag@o foi inoculada em Sml de meio LB
com antibiotico e levada para crescimento overnight a 37°C com agitagdo. A cultura foi
centrifugada (10.000 rpm — 10 minutos — 4°C). Apoés centrifugagdo, a cultura foi
ressuspendida em 100ul de GTE. Foram adicionados 200 pl de solugdo de lise fresca, o tubo
foi invertido gentilmente e incubado por 5 minutos em gelo. Foi adicionado 150 ul de KOAc,
vortexado e as células lisadas foram centrifugadas (10.000 rpm — 10 minutos — 4°C). O
sobrenadante foi recuperado e transferido para tubos eppendorff. Foram adicionados 400 pl
de fenol:cloroférmio 1:1, foi vortexado e foi centrifugado o eppendorf por 1 minuto. Foram
adicionados 400 pl de cloroformio:alcool isoamilico 24:1, foi vortexado e foi centrifugado o
eppendorf por 1 minuto. Foram adicionados 400 pl de isopropanol gelado. O eppendorff foi
vortexado e levado para o freezer (-20°C) por pelo menos 24 horas. Apds incubagdo, o
eppendorf foi centrifugado (14.400 rpm — 15 minutos) ¢ o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspendido em 1 ml de etanol absoluto e centrifugado novamente (14.400

rpm — 5 minutos). Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o em 20 ul de TE-RNAse.

3.5.4.2 Extracdo de DNA gendmico de Halobacterium salinarum

As células foram incubadas por cerca de cinco dias em 30ml de meio apropriado a
37°C. Apos crescimento, células foram centrifugadas por 10 minutos a 10.000 rpm e
aproximadamente 0.05g de células ressuspendidas em 540ul de TE (Tris-Cl 10mM-pH 7.4,
EDTA 1mM- pH8.0). Foi adicionado 25ul de lisozima (10mg/ml), 100ul de SDS e 3ul de
RNAse (10mg/ml). A suspensdo foi agitada gentilmente e incubada a 37°C por 1 hora. Foram
adicionados 3pl de Proteinase K e incubou-se a 55°C por 2 horas. Foi adicionado 100ul de
NaCl 5M e agitou-se gentilmente. Foram adicionados 100 ul de CTBA/NaCl (10%
CTBA/0.7M NacCl), foi vortexado e incubou-se a 65°C por 20 minutos. Foram adicionados
600 pl de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1) e agitou-se gentilmente por 10 minutos. A

suspensao foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 rpm e a fase aquosa retirada. Repetiu-se o
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passo de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), seguido da centrifugacdo e retirada da fase
aquosa. Foram adicionados 700 pl de fenol:cloroformio (1:1) e agitou-se gentilmente por 10
minutos. A solucdo foi centrifugada e repetiu-se o passo do fenol: cloroférmio (1:1). Apos
centrifugacdo e retirada da fase aquosa, foram adicionados 420ul de isopropanol (6 volumes)
e incubado a 20°C por pelo menos 24 horas. Apds incubagao a solugado foi centrifugada por 20
minutos a 10.000 rpm e lavada com etanol 80%. O sedimento foi deixado a temperatura

ambiente para secagem e ressuspendido em 20ul de TE.

3.5.4.3 Extracédo de DNA gendmico de Saccharomyces cerevisiae

O equivalente a 1X 10® células foram centrifugadas, lavadas com solucdo salina e
ressuspendidas em 800 pl desolugdo de lise fresca. Pérolas de vidro foram adicionadas a
solugdo e vortexou-se por 1 min, por duas vezes. Apos este procedimento o lisado foi
incubado em gelo por 10 min. Centrifugou-se por 5 min e o sobrenadante foi transferido para
outro dois tubos de 1,5mL. Foram adicionados etanol na propor¢do de 2X o volume do
sobrenadante e 32 pl de NaCl SM. Incubou-se a -20° C por 20 min. Centrifugou-se por 20 min
e o precipitado foi lavado com etanol 70%.

Solucdo de lise:
0,05 M EDTA (pH 8),
0,3% SDS.

3.5.5 Teste de marcas de auxotrofias (Guthri e Fink, 1991)

Este teste foi realizado para verificar a possibilidade de haver contaminantes ap6s o
processo de transformagdo de leveduras. As leveduras foram colocadas para crescer em placas
seletivas para todos os aminoacidos pertinentes, a 30°C sem agitacdo. Apods aproximadamente
72 horas, analisou-se o crescimento das leveduras nas diversas placas. O crescimento deve
ocorrer somente onde a auxotrofia for complementada ou onde a levedura for originalmente

prototrofica.

3.5.6 Eletroforese de DNA em gel de agarose (Sambrook et al., 1989)

A agarose (0.8% p/v) foi aquecida em TAE 1X no volume final desejado para o gel e
acrescentou-se brometo de etidio em concentragdo final de 0.5 pl/ml. O gel foi polimerizado

em temperatura ambiente e, para a corrida do DNA, aplicou-se uma voltagem de 1 a 5 V/em?.

TAE 1X: Tris-acetato 0.04M, EDTA 0.001 M
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3.5.7 Purificacdo de DNA em gel de agarose
A purificagdo foi realizada segundo o protocolo do Kit PCR clean-up Gel extration -

NucleoSpin®Extract II (Macherey Nagel).

3.5.8 Precipitacao de DNA (Sambrook et al., 1989, modificado)

A solugdo de DNA devera ter seu volume completado para 100 pl. Foram adicionados
1 ul de glicogénio para facilitar a visualiza¢do do sedimento final, 25 pl de acetato de amonio
10M (concentracdo final de 2.5M). A solug@o foi vortexada e foi adicionado 250 ul de etanol
absoluto (2 volumes). A solugfo foi novamente vortexada e incubada em freezer a —20°C por
pelo menos 24 horas. Em seguida foi centrifugada por 15 minutos a 14.400 rpm. O

sobrenadante foi desprezado e o ressuspendido no volume apropriado de H,O mili-Q.

3.5.9 Digestdo de DNA com enzimas de restri¢ado (Sambrook et al., 1989, modificado)
Para cada pg de DNA a ser digerido foi adicionado 1 unidade de enzima de restrigao,
sendo que o volume de enzima ndo deve ultrapassar 10% do volume final da reagdo. Foi
adicionado tampao apropriado para enzima utilizada na quantidade de 10% do volume final
da reag@o de digestdo e o volume final foi completado com H,O mili-Q estéril. Foi verificado
que a eficiéncia da digestdo era maior quando esta era realizada com concentragdo final de
DNA igual ou inferior a 0.1pg/ul. A digestdo foi colocada na temperatura apropriada para

acdo da enzima de restricdo por um periodo de 3 a 5 horas.

3.5.10 Ligacao de fragmentos de DNA (Sambrook et al., 1989, modificado)

Para a ligagdo de fragmentos de DNA deve ser evitado que o volume final excedesse a
10ul. Foi adicionado 10ng do vetor em solucdo, 3x a quantidade do vetor em equivalente
molar de inserto e H,O mili-Q. Foi adicionado o tampao da ligase (10% do volume final) e
Iyl de ligase (T4 DNA ligase Su/ul). Para ligagdes de fragmentos de DNA com pontas

coesivas a ligagao foi levada a 22°C por 16 horas.

3.5.11 Reacdo em cadeia da polimerase - PCR (Sambrook et al., 1989)

Para reagdes em que o DNA molde era pequeno (cerca de 5Kb) foram utilizados 30ng
de DNA. Nas reagoes em que o DNA molde era relativamente maior (acima de 10Kb),

utilizou-se cerca de 100ng de DNA. Adicionou-se tampdo de Taq DNA polimerase (50mM de
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KCl, 10mM de Tris-HCI pH9, 0,1% de Triton X100 e 0,15mM de MgCl,) a 10% do volume
final, 0,2mM de dANTP, 0,04U/ul de Tag DNA polimerase, 0.004U/ul de Vent DNA
polimerase e 1.0uM de cada iniciador. A reacdo foi levada ao termociclador e uma aliquota de

Sul do produto final utilizada para analise em gel de agarose 0.8% com brometo de etidio

3.5.12 PCR de colbnias

A colonia (bactéria ou levedura) utilizada foi retirada da placa seletiva com ponteira,
sendo que esta foi levemente raspada em outra placa contendo meio seletivo. A ponteira foi
utilizada para refluxo na reacdo de PCR previamente preparada, fornecendo assim o DNA
molde. A placa seletiva foi incubada na temperatura apropriada e a reagdo foi levada ao
termociclador. O produto da PCR foi analisado em gel de agarose 0.8% com brometo de

etidio.

3.5.13 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento foi realizado utilizando-se cerca de 600 ng de DNA em solucdo,
sendo que o volume de DNA e agua da reagdo deve ser de Sul. Trata-se de um grande
quantidade de DNA, cerca de 3X mais do que ¢ utilizado com produtos de PCR, mas devido
ao grande tamanho do vetor seqiienciado (10Kb), utilizaremos uma quantidade maior. Foram
adicionados 1pl de um dos iniciadores (5uM/pl) ¢ 4ul de DYEnamic ET® Terminator kit. A
reagdo foi levada a um termociclador e aplicada no aparelho MegaBACE 1000® Amersham-

Biosciences-GE.

3.5.14 Ensaio de sensibilidade ao Metilmetanosulfonato (MMS) (Collavoli et al., 2008)

As células foram cultivadas em meio sintético sem Uracila (SD —Ura) até atingirem a
fase exponencial de crescimento (1-2 X 107 cels/ml). Em seguida as células foram
centrifugadas e lavadas e ressuspendidas em solug@o salina. Para avaliar o porcentagem de
sobreviventes, células do tipo selvagem e mutantes expressando RAD51 nativo ou radA de H.
salinarum foram incubadas, no escuro, por 24 horas em SD-URA com 0,2 % e 2% de
galactose, na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes de MMS (0;12,5; 25 e 50
pg/ml). Depois disso, as células foram lavadas, contadas e plaqueadas em niimero apropriado
em placas contento meio YPAD. As placas foram incubadas a 30°C durante 3 a 4 dias. As

coldnias foram contadas e as porcentagens de sobrevivéncia foram calculadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises in silico evidenciaram a conservacdo estrutural das proteinas RadA de

Halobacterium salinarum e Rad51 de Saccharomyces cerevisiae

Analises in silico se baseiam no pressuposto que os organismos apresentam origem
comum, ¢ desta forma podemos observar similaridades ao compararmos seqiiéncias e
estruturas. Quanto mais préximos os organismos evolutivamente, menos divergentes devem
ser seus genes e proteinas. Este tipo de abordagem pode nos indicar a possibilidade de
funcionalidade cruzada entre organismos filogeneticamente distantes, assim como indicar
funcionalidade sistémica como um todo, a depender do sistema em questdao. Em nosso estudo
realizamos inicialmente uma analise comparativa in silico entre a proteina RadA de H.
salinarum e Rad51 de S. cerevisiae, na busca de similaridades estruturais que nos
subsidiassem e nos orientassem no planejamento experimental posterior.

Analises de similaridade em relacdo a seqiiéncia de aminoacidos das proteinas RadA
de H. salinarum e Rad51 de S. cerevisiae, evidenciaram uma baixa identidade (35%) ¢
similaridade moderada (54%) entre estas proteinas.

Analises de proximidade entre as proteinas HbsRadA (RadA de H. salinarum),
ScRad51 (Rad51 de S. cerevisiae) e EcRecA (RecA de Escherichia coli), utilizando a

seqiiéncia de aminoacidos destas proteinas, mostraram uma similaridade maior entre

HbsRadA e ScRad51 (figura 1). SRRSO

| 281067 RadA Halobacterium sp
| CAA45563 RAD51 Saccharomyces cerevisiae
AAQ91336 RecA Escherichia coli

0.2

Figura 1. Arvore de proximidade envolvendo as trés representantes da familia de recombinases

RecA/Rad51/RadA. A topologia da arvore foi gerada pelo método Neighbour-joining (Programa MEGA3).

Ao constatarmos uma similaridade moderada na seqiiéncia linear de RadA e Rad51,
partimos para um abordagem estrutural, pois diversos dados mostram que a estrutura terciaria

¢ a configuracdo protéica mais conservada entre duas proteinas homologas. Desta forma
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modelamos a proteina RadA de H. salinarum por homologia, com o auxilio do programa
SWISS-MODEL (Guex et al., 1997; Schwede et al., 2003; Arnold et al., 2006), com o intuito
de verificamos a configuragdo espacial como um todo, assim como a configuragdo espacial de
regides importantes tanto para atividade enzimatica em si, como regides de interacdo com
outras proteinas do sistema.

Durante o processo de modelagem utilizamos como molde a proteina RadA de
Pyrococcus furiosus. Os resultados mostraram que apesar da baixa homologia de seqiiéncia, a
estrutura tercidria da proteina RadA mostrou-se muito semelhante a estrutura terciaria da
proteina Rad51 , o que nos deu o primeiro indicio de possibilidade de complementagéo
funcional entre estas proteinas. Em contrapartida RecA de E. coli apresentou diferengas
estruturais marcantes em relacio RadA e Rad51, como o dominio N-terminal bastante
reduzido (figura 2).

Estas diferencas na estrutura entre RecA e Rad51 podem ser a razdo da falta de

complementagdo funcional por RecA de E. coli quando expressa em linhagens de S.

cerevisiae mutantes rad51 (Morais et al., 1998).

RadA — H. salinarum (modelada) Rad51 — S. cerevisiae RecA — E. coli

Figura 2. Modelo tridimensional de RadA de H. salinarum produzido pelo programa Swiss-Model usando a
estrutura da proteina RadA de Pyrococcus furiosus cristalizada como molde comparada com as estruturas das

proteinas Rad51 de S. cerevisiae e RecA de E. coli cristalizadas.

Krejci e colaboradores, em 2001, analisaram pontos importantes para interacdo
protéica entre Rad51 de S. cerevisiae e outras proteinas envolvidas no sistema de reparo, tais
como: Rad52, Rad54 e Rad55. Neste trabalho foram identificadas diversas regides que
quando mutadas afetavam a interagdo de rad51 com estas outras proteinas. Baseando-se neste
estudo, alinhamos a seqiiéncia linear de RadA com Rad51, no intuito de verificar se dentre a

baixa conservagdo observada estavam residuos importantes na interacdo com outras proteinas
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do sistema. Observamos que apesar dessa baixa similaridade, podemos encontrar em RadA

residuos importantes na interacdo com as outras proteinas do sistema de reparo de levedura,

estando parte destes residuos localizados no N-terminal (figura 3).
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Figura 3. Alinhamento das seqiiéncias das proteinas SCRad51 (Krejci et al., 2001) e HbRadA, indicando as

regides criticas para interagdo com ScRad51p, ScRad52p e ScRad54p e a homologia dessas regides. Azul e

vermelho: Residuo de aminoacido importante para interacdo com Rad54 ou Rad52, amarelo: Residuo de

aminoacido importante para interagdo com Rad54 e Rad52, verde: Residuo de aminoacido importante para a

associacdo SCRad51-Rad54, assim como para SCRad51-Rad55, cinza: Residuo de aminoacido importante para

interagdo entre ScRad51.

Posteriormente alinhamos a estrutura terciaria destas proteinas para observarmos se

estes pontos de interacdo estariam em posi¢do similar na estrutura, possibilitando assim a

interagdo desejada. Os dados mostraram que além de estarem presentes na seqiiéncia linear de

RadA também se dispunham de forma semelhante na configuragao terciaria (figura 4).
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Figura 4. Alinhamento tridimensional de HbsRadA (modelada a partir de PfRadA) e ScRad51 mostrando a
conservacao da localizagdo de residuos importantes para a interagdo com proteinas do complexo ScRad51 (em

vermelho e verde) em HbsRadA.

Visto que estas proteinas apresentam similaridades em caracteristicas importantes para
o funcionamento correto no sistema de reparo por recombina¢do homologa de S. cerevisiae, o
gene radA apresentou uma grande possibilidade de complementagdo funcional do mutante
rad51. Embora haja diferencas entre a freqiiéncia de utilizacdo de coddons para sintese dessas
proteinas em H. salinarum e S. cerevisiae, a expressdo de radA em S. cerevisiae deve
acontecer, uma vez que esta sintetiza todos os tRNAs necessarios, e em quantidade suficiente,
para a expressdo correta de radA.

Embora os organismos S. cerevisiae e H. salinarum vivam em condi¢des muito
distintas, S. cerevisiae tolera concentragdes de sal até 1,1 M e H. salinarum sobreviva a
concentragdes de sal acima de 4,4M de NaCl, indicando concentragdes iOnicas intracelulares
diferentes, as proteinas RadA e Rad51 apresentaram PI muito semelhantes de 4,36 e 4,64,
respectivamente. Esses dados sugerem que RadA ndo teria problemas em relacdo a
conformagio estrutural ao ser expressa em células de S. cerevisiae.

Uma vez que a analise in Silico mostrou a grande semelhanca estrutural entre Rad51 e
RadA passamos a verificar se a expressio de RadA em leveduras complementaria a

deficiéncia em Rad51 in vivo.
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4.2 Estudos de complementacdo funcional de rad51 de Saccharomyces cerevisiae por

radA de Halobacterium salinarum in vivo

4.2.1 Clonagem de radA de Halobacterium salinarum e RAD51 de Saccharomyces

cerevisiae em vetor bacteriano

O gene radA foi amplificado por PCR utilizando como molde o DNA extraido
(Material e Métodos, item 3.5.4.2) das linhagens ATCC 19700, ATCC 33171 e ATCC43214.
Apesar da obtengdo de amplificacdes de tamanhos esperados utilizando o DNA das trés
linhagens de H. salinarum disponiveis em nosso laboratério como molde para a reagdo de
PCR (figura 5), continuamos o trabalho utilizando a linhagem ATCC 19700. Para a
amplificacdo do gene rad5l de S. cerevisiae (figura 6) utilizamos a linhagem S288c, ja

totalmente seqiienciada.

Figura 5. Amplificagdo do gene radA de Halobacterium salinarum (linhagens ATCC 19700, ATCC 33171,
ATCC 43214) por PCR. P: Padréo de peso molecular 1Kb plus, 1: Amplificagdo de aproximadamente 1.2 Kb
correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 19700, 2: Amplificagdo de aproximadamente
1.2 Kb correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 33171, 3: Amplificagdo de
aproximadamente 1.2 Kb correspondente ao gene radA da linhagem de H. salinarum ATCC 43214.
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Figura 6. Amplificacdo do gene RAD51 de Saccharomyces cerevisiae (linhagem S288c) por PCR. . P: Padrdo de
peso molecular 1Kb plus, 1: Amplificagdo de aproximadamente 1.2 Kb correspondente ao gene RAD51, 2:
Controle negativo.

Os produtos de amplificagdo correspondentes aos genes radA e RADS51 foram
inseridos no vetor pGemT (Invitrogen). A presenca dos genes no vetor de clonagem foi
confirmada por PCR de colonias (Figuras 7 ¢ 8). Quatro transformantes de cada clonagem
foram selecionados e foram seqiienciados. A busca em bancos de dados mostrou que
seqiiéncias obtidas correspondiam aos genes radA de Halobacterium salinarum e rad51 de

Saccharomyces cerevisiae (acima de 99% de identidade).
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Figura 7. PCR de colonias de transformantes DHSa-pGEMT-radA (ATCC19700). P padrdo de peso molecular
1KbPlus, 1 — 19 clones positivos (brancos), 20 ao 24 clones negativos (azuis).
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Figura 8. PCR de colonias de transformantes DH5a-pGEMT-RAD51 (S288C). P padrio de peso molecular 1Kb
Plus, 1 —5e 7— 18 clones positivos (brancos), 6 clone negativo(azul).

4.2.2 Clonagem de radA de Halobacterium salinarum e RAD51 de Saccharomyces

cerevisiae em vetor bifuncional para expressdo em leveduras

Os plasmidios pGEMT-RAD51 ¢ pGEMT-radA foram digeridos com as enzimas
EcoRI e Xbal para a obtengdo dos fragmentos de DNA com extremidades coesivas contento
os genes radA e RAD51. Os fragmentos de DNA contendo os genes radA ¢ RAD51 foram
inseridos em pYES2 (vetor bifuncional com promotor PGAL1- indutivel por galactose)

previamente digerido com as mesmas enzimas. Apos a clonagem foi realizado PCR de
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colonias (Materiais e Métodos, item 3.5.12) para selecionar os clones positivos para a

presenca do gene no vetor de expressdo (figura 9).

Figura 9. PCR de colonias de transformantes DH5a-pYES2-RAD51(S288C). P padrdo de peso molecular 1Kb
Plus.

4.2.3 A expressdo de radA de Halobacterium salinarum em Saccharomyces cerevisiae e
avaliacéo da capacidade de complementacao de rad51

As linhagens de S. cerevisiae isogénicas F3 (mutante rad51) e F808 (selvagem para o
gene rad51), foram transformadas com os plasmidios pYES2 (vetor — controle negativo),
pYES::radA, pYES2::RAD51 (controle positivo). Os transformantes foram testados quanto a
sensibilidade ao metilmetanosulfonato (MMS) com a inducdo da expressdo dos genes pelo
acréscimo de 0,2% de galactose ao meio de cultura (Material e Métodos, item 3.5.14).

A principal lesdo de DNA produzida por MMS ¢ a metilagdo, produzindo
principalmente 3-metiladenina (3MeA). As formagdes 3MeA sdo reparadas principalmente
por Reparo por excisdo de base (BER), mas algumas lesdes podem ser convertidas a duplas

quebras no DNA (DSBs), as quais sdo reparadas por jungdo de extremidades ndo homologas
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(NHEJ) ou recombinagdo homoéloga (HR) (Chlebowicz e Jachymczyk, 1979; Beranek, 1990;
Kupiec, 2000; Lewis e Resnick, 2000). Recentemente, tem sido mostrado que MMS néo
induz duplas quebras no DNA em leveduras e células de mamifero (Lundin et al., 2005). O
numero de sitios alquilados que sdo convertidos de simples quebra para quebra duplas
relatados em seus ensaios eram poucos, porém, o bastante para requerer o envolvimento da
via de reparo de DSB. Os autores também sugeriram que dano de alquilagdo possa protelar a
forquilha de replicagdo, conduzindo a formagdo de uma estrutura tipo pé de galinha, que se
assemelha a uma jun¢do de Holliday (Lundin et al., 2005). Isto pode explicar por que os
mutantes no reparo de DSB que também sdo deficientes em recombinagdo sdo sensiveis ao
MMS (Lundin et al., 2005).

A uma concentragdo de 25ug/mL de MMS (figura 10) a linhagem de S. cerevisiae
mutante rad51 expressando radA apresentou uma porcentagem de sobrevivéncia de 9.9%.
Assim foi aproximadamente 6,6 vezes mais resistente que a linhagem mutante contendo
apenas pYES2 (controle negativo) nas mesmas condi¢des (figura 10). A linhagem selvagem e
a linhagem mutante expressando pYES2::RAD51 apresentaram porcentagens de
sobrevivéncia muito proximas, 29,2% e 29,6% respectivamente, o que representa a
sobrevivéncia de cerca de 20 vezes a da linhagem mutante (figura 10). A figura 10 mostra
também os resultados obtidos com 50pg/mL de MMS em células com expressdo induzida por
0,2% de galactose. Também nessas condigdes verifica-se a complementacdo funcional parcial
de linhagem de S. cerevisiae mutante rad51 por expressdo de radA de H. salinarum, uma vez
que a sobrevivéncia foi superior a da linhagem mutante. A porcentagem de sobrevivéncia da
linhagem mutante rad51 foi 0.01%, em contrapartida, a da linhagem mutante rad51
expressando rada de H. salinarum, préxima de 1%, portanto aproximadamente 100 vezes

maior.

46



47

Ensaio de sobrevivéncia ao MMS
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Figura 10. Ensaio de sobrevivéncia ao MMS. F3: Linhagem mutante em rad51 transformada apenas com o
plasmidio pYES2, F3radA: Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmidio pYES::radA , F3rad51:
Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmidio pYES2::RAD51, F808: Linhagem selvagem para o
gene RAD51. A expressdo dos genes foi induzida com 0,2% de galactose.

Em trabalho realizado por Rashid e colaboradores em 1996, a proteina RadB de
Pyrococcus sp. foi capaz de complementar linhagem de E. coli mutante em recA. Em 2001,
Inwood e colaboradores evidenciaram que a complementagao tratava-se de artefato produzido
por super-expressdo da proteina RadB. Para demonstrar a hipodtese eles utilizaram o mesmo
sistema e super-expressaram a proteina glutamato desidrogenase, que ndo esta relacionada
com o reparo de DNA em E. coli. O resultado mostrou que tanto a proteina RadB, quanto a
glutamato desidrogenase, complementavam a muta¢do em recA quando super-expressas em
E. coli.

A complementacdo parcial observada neste trabalho ndo parece estar relacionada a
super-expressao inespecifica de um gene, uma vez que nao foi observada complementacao
funcional quando radA de H. salinarum foi expresso em linhagem de S. cerevisiae mutante
rad52, sendo que as porcentagens de sobrevivéncia da linhagem mutante rad52 e esta mesma
linhagem expressando radA ndo mostraram diferengas significativas (dados ndo mostrados).
Entretanto, a expressdo de uma proteina controle, que ndo esteja associada ao sistema de
reparo de DNA, poderd ser realizada para a comprovagdo da complementacdo parcial

especifica de linhagem de S. cerevisiae mutante rad51por expressdo de radA de H. salinarum.
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Nesses ensaios iniciais de sobrevivéncia ao MMS foram utilizadas as concentragoes de
25pug/mL e 50pg/mL, as quais reduziram drasticamente a sobrevivéncia das leveduras, ndo
nos permitindo avaliar se haveria diferenga entre a sobrevivéncia da linhagem de levedura
selvagem e da mutante expressando o RADS1 nativo.

Novos ensaios foram entdo realizados utilizando-se as concentragdes de MMS de
12,5ug/mL e 25ug/mL, nas mesmas condigdes de indugdo de expressdo. Estes ensaios
evidenciaram a diferenca entre a sobrevivéncia da linhagem selvagem e a linhagem mutante
expressando RAD51 nativo, sendo observadas as porcentagens de sobrevivéncia de 73,5% e
44,4% a 12,5ug/mL de MMS, respectivamente (figura 11). Em relagdo a complementacéo de
rad51 por radA, houve um aumento de aproximadamente duas vezes na porcentagem de
sobrevivéncia a 12,5ug/mL de MMS das leveduras expressando radA.

Em estudo anterior realizado por Shalguev e colaboradores (2004) a inducdo da
expressdo do gene RAD51 da levedura Pichia angusta com 0,2% de galactose (vetor PYES2 -
PGALI) foi capaz de complementar apenas parcialmente linhagens de S. cerevisiae mutantes
rad51. A linhagem de S. cerevisiae mutante rad51 expressando o gene RAD51 de P. angusta
foi 10 vezes mais resistente a 25 kilorads de radiagdo ionizante.

Em nosso estudo utilizamos MMS como agente indutor de duplas quebras no DNA,
Salguev e colaboradores (2004), utilizaram Radiacdo ionizante. Estes agentes agem de forma
diferente na producdo de duplas quebras no DNA e ndo nos é possivel comparar os dois
trabalhos em relagdo a porcentagem de sobrevivéncia e a capacidade de complementagdo
funcional de linhagens mutantes rad51 por expressdo de RAD51 da levedura Pichia angusta e
por radA da arquéia H. salinarum. O fato é que proteinas de organismos préximos, como as
leveduras S. cerevisiae e Pichia angusta, mostraram complementac¢do funcional parcial. Em
nosso trabalho, obtivemos complementagdo funcional parcial de proteinas pertencentes a
organismos muito distantes filogeneticamente, de dominios diferentes, indicando a relevancia
deste estudo para o entendimento da conservagdo de proteinas ao longo da evolugdo dos

organismos.
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Ensaio de sobrevivéncia ao MMS
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Figura 11. Ensaio de sobrevivéncia ao MMS. F3: Linhagem mutante em rad51 transformada apenas com o
plasmidio pYES2, F3radA: Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmidio pYES::radA , F3rad51:
Linhagem mutante em rad51 transformada com o plasmidio pYES2::RAD51, F808: Linhagem selvagem para o
gene RAD51. A expressdo dos genes foi induzida com 0,2% de galactose.

Para avaliar se o aumento da expressdo de radA de H. salinarum em linhagem de S.
cerevisiae mutante rad51 modificaria a porcentagem de sobrevivéncia desta leveduras nos
realizamos ensaios de sobrevivéncia ao MMS utilizando 10 vezes mais galactose (2%). A
super-expresséo de radA em linhagens de S. cerevisiae mutantes em rad51 e rad52 néo levou
a diferenga significativa na sobrevivéncia das leveduras. Como visto em ensaio realizado
anteriormente, onde a indugdo da expressdo de radA em mutantes rad52 foi realizado com a
concentragdo de 0,2% de galactose, radA foi incapaz de complementar rad52 mesmo sendo
super-expresso (dados ndo mostrados). A super-expressdo nao alterou a complementagio
funcional parcial de rad51 por radA (dados n3o mostrados). Estes dados suportam a

conclusdo que a complementagédo de rad51 por radA é especifica.
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5. CONCLUSOES

A proteina RadA de H. salinarum apresentou pouca similaridade em relagdo a
seqiiéncia primaria de aminoacidos a proteina Rad51 de S. cerevisiae, contudo, ao realizarmos
a modelagem de RadA e compararmos & estrutura cristalizada da proteina Rad51, foi possivel
evidenciar grande similaridade estrutural entre estas proteinas.

A semelhanga estrutural, principalmente em pontos criticos, combinada com
proximidade de PI das duas proteinas e a capacidade de S. cerevisiae sintetizar todos os
tRNAs para todos os codons em quantidade suficiente, suportaram a realizacdo de
experimentos in vivo que testassem a capacidade de complementagdo de rad51 pela expressao
de radA.

Os residuos de aminoacidos criticos para a interagdo de Rad51 com ela mesma e com
as proteinas que fazem parte do complexo que atua no reparo de DNA por recombinagao
homéloga encontram-se conservados em relagdo a disposi¢do na estrutura tridimensional da
proteina RadA de H. salinarum. Este fato sugere que RadA seria capaz de interagir com as
outras proteinas do complexo que atuam no reparo de DNA por recombinagdo homologa.

Nos estudos in vivo, nossos dados indicam que RadA de H. salinarum ¢é capaz de
complementar funcionalmente a deficiéncia de Rad51 em S. cerevisiae, ao menos

parcialmente.

50



51

6. PERSPECTIVAS

Nossos estudos langaram luz sobre um aspecto pouco estudado em se tratando de
homologia e conservacdo de proteinas, a conservagdo de sua estrutura tridimensional. A busca
por similaridade e proximidade entre proteinas, utiliza programas que apenas levam em
consideragdo as seqiiéncias lineares das proteinas estudadas. Faz-se necessario o
desenvolvimento de ferramentas de estudos in silico que propiciem uma comparagdo, sendo
da estrutura terciaria das proteinas, pelo menos da estrutura secundaria destas.

A complementagdo parcial de uma proteina do dominio Eukarya por outra do dominio
Archaea in vivo, ¢ um dado novo e significativo e que precisa ser confirmado por estudos
mais refinados para dar mais consisténcia ao nosso trabalho.

Os estudos que serdo realizados incluem:

e Verificar os niveis de expressdo da proteina RadA de H. salinarum em S.
cerevisiae por meio de Western blot.

e Expressar radA de H. salinarum em linhagens de S. cerevisiae mutantes
radSlem concentragdes crescentes de NaCl para verificar se ha aumento no
nivel de complementagdo funcional entre as proteinas.

e Dados preliminares indicam que radA de H. salinarum ndo complementa a
deficiéncia de rad52 em S. cerevisiae. Novos ensaios serdo realizados com o
intuito de reforcar essa hipotese.

e DPara testar a conservagdo das recombinases RecA/Rad51/RadA nos trés
dominios, expressaremos o gene radA de H. salinarum em E. coli para

realizarmos estudos de complementagdo in vivo.
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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