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RESUMO

A via de resposta ao dano de DNA (RDD) é importante no monitoramento de
estruturas aberrantes de DNA. Em células humanas, a via de RDD é regulada pelas
quinases ATM, ATR, Chk1 e Chk2. Em Saccharomyces cerevisiae, essas quinases
correspondem respectivamente a Tel1, Mec1 e Rad53. Utilizando uma abordagem
fosfoprotedmica quantitativa, identificamos 180 proteinas contendo 235 residuos
fosforilados in vivo pelas quinases Mec1, Tel1 e/ou Rad53. Entretanto, a relevancia
biolégica de grande parte dessas fosforilagbes permanece desconhecida. Para
avaliar a relevancia dos sitios de fosforilagdo, mutantes nocaute para as 180
proteinas identificadas como alvo de Mec1/ Tel1 e/ou Rad53 foram submetidos a um
ensaio de sensibilidade utilizando drogas que induzem o estresse de replicagao,
revelando a presenga de 62 mutantes com sensibilidade a uma ou mais drogas. Em
uma segunda etapa, os mutantes que apresentaram sensibilidade foram testados
individualmente para validagao dos resultados obtidos na primeira etapa. Dentre 180
proteinas ndo essenciais fosforiladas in vivo pelas quinases Mec1, Tel1 ou Rad53,
pelo menos 48 delas foram categorizadas como relevantes para a tolerdncia da
célula ao estresse de replicacdo. Dentre esses 48 mutantes, vps72A apresentou
uma alta sensibilidade ao tratamento com metanossulfonato de metila. A proteina
Vps72 apresenta uma fosforilagdo dependente de Tel1/Mec1 na serina 425 além de
outros 8 potenciais sitios de fosforilagdo nas posigdes T94, S102, T237, S479, T579,
T627, T694 e S784. Utilizando uma técnica para indugao de mutacgéao sitio dirigida, os
9 sitios de fosforilagdo foram mutados gerando o fosfomutante vps72-9A,
entretanto, esse fosfomutante nao foi capaz de recapitular a sensibilidade observada
no mutante nocaute vps72A. Esse resultado sugere que a fungdo de Vps72 na
tolerancia ao estresse de replicacdo nao depende da fosforilagdo dos sitios T94,
S102, T237, S425, S479, T579, T627, T694 e S784.

Palavras-Chave: Sinalizagdo da Resposta ao Dano de DNA; Estresse de replicacdo; Fosforilagao;
Saccharomyces cerevisiae.



ABSTRACT

The DNA damage response pathway (DDR) is important in monitoring DNA aberrant
structures. In human cells, a DDR is regulated by ATM, ATR, Chk1 and Chk2
kinases. In Saccharomyces cerevisiae, those kinases directly corresponding to Tel1,
Mec1 and Rad53. A quantitative phosphoproteomics measure was used to identify
180 proteins containing 235 phosphorylated sites in vivo by Mec1, Tel1 and/or Rad53
kinases. However the biological relevance of major part this phosphorylation remains
unknown. To evaluate the relevance of the phosphorylation sites, knockout mutants
for the 180 proteins identified of Mec1, Tel1 and/or Rad53 targets underwent a
sensibility assay using drugs that induce replication stress,
revealing the presence of 62 mutants with sensibility to one or more drugs. In a
second step, the mutants that showed sensibility were individually tested for
validation of the results obtained in the first step. Of the 180 non-essential
phosphorylated proteins in vivo by Mec1, Tel1 or Rad53 kinases, at least 48 of them
are relevant for cell tolerance to replication stress. Among these 48 mutants, vps72A
showed a high sensibility to methyl methanesulfonate treatment. The Vps72 protein
exhibits Tel1 / Mec1-dependent phosphorylation at serine 425 plus another 8
potential phosphorylation sites at positions T94, S102, T237, S479, T579, T627,
T694 and S784. Using a technique for site-directed mutation induction, the 9
phosphorylation sites were mutated generating the phosphomutant vps72-9A,
however, this was not able to recapitulate the sensibility observed in the vps72A
knockout mutant. This result suggests that the Vps72 function in replication stress
tolerance does not depend on the phosphorylation of the T94, S102, T237, S425,
S479, T579, T627, T694 and S784 sites.

Keywords: Signaling of DNA Damage Response; Replication stress; Phosphorylation;
Saccharomyces cerevisiae.
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1. INTRODUGAO

1.1 Ciclo celular

O ciclo celular tem como principal objetivo a duplicagdo fiel de todo
material genético para a posterior segregagao dos cromossomos entre as células
filhas, este evento ocorre tanto para a geracao de novos individuos, como no caso de
organismos unicelulares, como para o crescimento de organismos multicelulares.

O ciclo celular pode ser dividido em quatro fases: Fase G1, S, G2 e M. As
fases mais importantes da divisdo celular sdo as fases S (Sintese do DNA) e a fase
M (Mitose), fases onde ocorre a duplicagdo e segregagdo do material genético. As
fases G1 e G2 sao fases preparatorias sendo essenciais para o crescimento celular
adequado que antecede a replicacao e a mitose. Durante as fases G1 e G2 a célula
monitora as condi¢cdes externas, como falta de nutrientes, fatores de crescimento e
internas, como duplicagdo de organelas e sintese de proteinas. Essas fases séo
fundamentais a fim de assegurar que todas as condi¢des estejam adequadas para a
duplicagdo do DNA durante a fase S e para que o DNA seja posteriormente dividido
de maneira igualitéaria entre as células- filha durante a fase M (ALBERTS,
JOHNSON, LEWIS, RAFF, ROBERTS, 2007).

1.2 Estresse de replicagao

Durante a fase S do ciclo celular, a célula estd empenhada na replicagao
do material genético livre de erros. Para isso, a forquilha de replicacdo precisa
disparar diferentes origens de replicagao e ainda dispor de forquilhas bidirecionais.
Considerando o tamanho do genoma nos organismos eucariotos, o disparo
bidirecional de forquilhas de replicagédo através de diferentes origens de replicagéo é
fundamental para que a célula consiga replicar todo o material genético em tempo
habil, impedindo assim que o ciclo celular se prolongue demais (MASAI et al., 2010).

Um dos desafios para a célula durante a replicacdo do DNA € a
presenca de inUmeras barreiras que se opdem a progressao da forquilha. O acumulo
desses obstaculos pode gerar o que caracterizamos de estresse de replicagao
(ZEMAN; CIMPRICH, 2014). Halazonetis e colaboradores (2008) (HALAZONETIS;



GORGOULIS; BARTEK, 2008) definiram o estresse de replicagdo como uma
condicao sistémica que leva a parada da forquilha de replicacdo e consequente
inabilidade da célula em dar continuidade a replicacdo do DNA.

As barreiras que se opdem a forquilha sdo, na maioria das vezes,
consequéncias de adutos de DNA gerados pela ligacdo covalente de agentes
quimicos, pela associacdo de complexos transcricionais em regides de intensa
transcricdo génica e ainda por estruturas secundarias que podem ser assumidas
pela molécula de DNA. O estresse de replicagao pode ser causado também por uma
diminui¢ao nas concentracdes de dNTPs na célula. A diminuicdo nas concentracoes
de dNTPs que pode levar a uma diminuicdo na processividade das polimerases e a
uma consequente parada na progressao da forquilha. Em condi¢des fisiologicas, as
barreiras que se opdéem a forquilha sao contornadas através de diferentes
mecanismos como: agao das polimerases de translesado, pela remogao através de
mecanismos de reparo por excisdo de nucleotideos ou por recombinagdo homaloga.
Porém, em condi¢gdes onde ocorra acumulo dessas barreiras e/ou disfungdes que
alterem os mecanismos de reparo, a forquilha de replicagdo pode colapsar
(LAMBERT; CARR, 2005). O colapso da forquilha de replicacéo é caracterizado pela
dissociagao do replissomo podendo levar a exposigdo temporaria de segmentos de
fita simples de DNA (DNAss).

A exposicdo de DNAss é prejudicial a célula, pois essas regides estao
expostas ao processamento por endonucleases. O processamento do DNAss, por
sua vez, pode levar a um quadro mais grave para a célula que € a quebra de dupla
fita de DNA (dsDNA). Este tipo de les&o é extremamente toxica podendo acarretar
em delegdes, insergdes e ainda translocag¢des de segmentos de DNA, o que culmina
no quadro de instabilidade gendmica (KHANNA; JACKSON, 2001).

1.3 Instabilidade genémica

A instabilidade gendmica é caracterizada por alteragbes estruturais e/ou
numéricas nos cromossomos de uma célula, como: o aumento da frequéncia de
mutagbes de pares de bases, instabilidade de microssatélite (Microssatellite
Instability- MSI), aneuploidia, entre outros. Quando ocorrem em regides codificantes
de oncogenes ou de supressores tumorais, essas alteracbes podem ser

responsaveis pela mudanga do fendtipo celular desencadeando eventos



tumorigénicos como: auto suficiéncia na sinalizagdo de crescimento, evasdo da
apoptose, angiogénese e metastase. Por esta razdo, a instabilidade gendmica pode
ser considerada como um dos principais fatores associados ao desenvolvimento do
cancer (NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010; WEI DAI, 2014).

1.4 Via de resposta ao dano no DNA

Diante da constante ameaca a integridade do DNA gendmico, os
organismos eucariotos selecionaram evolutivamente uma via de sinalizagéo
responsavel por monitorar a presenca de estruturas aberrantes presentes no DNA. O
nome dessa via de sinalizagdo € via de Resposta ao Dano de DNA- RDD (DNA
damage response- DDR). A via de RDD identifica as estruturas aberrantes e regula
uma série de fungdes que visam reparar essas estruturas antes que evoluam para
uma lesdo com carater deletério para a célula (KASTAN; BARTEK, 2004; BARNUM,;
O’CONNELL, 2014).

Em células humanas, a via de RDD é regulada pelas quinases sensores
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) e ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-related
protein) e pelas quinases efetoras CHK1/CHK2 (Checkpoint Kinases 1 and 2)
(Figura 1). Enquanto ATM apresenta uma preferéncia em reconhecer estruturas
aberrantes oriundas de quebras de dupla fita de DNA, ATR tem preferéncia em
reconhecer segmentos expostos de fita simples de DNA (ssDNA). Esses segmentos
de fita simples de DNA podem ser gerados pelo processamento de uma lesédo de
quebra de dupla fita ou, conforme mencionado anteriormente, pelo desacoplamento
do replissomo em condicdes de estresse de replicagdo (MACDOUGALL et al., 2007;
XU; BOOHAKER, 2014). Quando ativadas, ATM e ATR promovem a fosforilacdo de
diferentes substratos incluindo as quinases Chk1 e Chk2. A atividade conjunta de
ATM/ATR e Chk1/Chk2 é responsavel pela coordenacdo de inumeras funcdes
responsaveis pela estabilidade genémica, incluindo a estabilizacdo da forquilha de
replicagdo, aumento na sintese de dNTPs, ativagcdo de mecanismos de reparo de
DNA, parada na progressao do ciclo celular e indugao da apoptose.

Trabalhos anteriores demonstraram que mutagdes que alteram as
funcbes dessas quinases sdo responsaveis pelo aumento da sensibilidade a
diversos agentes genotdxicos. Corroborando a importancia das quinases da via de

resposta ao dano no DNA para a prevencao dos eventos de tumorigénese, trabalhos



epidemiolégicos demonstraram que mutagdes que alteram a funcdo de ATR estédo
associadas ao desenvolvimento da sindrome de Seckel, enquanto muta¢gdes em
ATM estao associadas com o desenvolvimento de Ataxia Telangectasia e ainda
aumento da predisposicao a linfomas, leucemias e cancer de mama. De maneira
similar, mutagbes que afetam a fungcdo de Chk1 e Chk2 estdo relacionadas com
aumento da predisposicdo a cancer do tipo endometrial, colon, seios e gastrico
(BARTEK; LUKAS, 2003; JACKSON; BARTEK, 2009).

Figura 1: Representacao da via de RDD
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1.5 Ortélogos de ATM/ATR e CHK1/CHK2 em Saccharomyces cerevisiae

Em Saccharomyces cerevisiae, as quinases da via de resposta ao dano
no DNA estao representadas sob a forma de ortélogos, onde as quinases sensores
ATR/ATM e as quinases efetoras Chk1/Chk2 estdo representadas pelas quinases
Mec1 (Mitosis Entry Checkpoint 1), Tell (TELomere maintenance 1) e Rad53
(RADiation sensitive 53), respectivamente (Figura 2).Trabalhos anteriores

demonstraram que o mutante nocaute de Mec1 apresenta sensibilidade aos agentes



genotoxicos, sendo essa sensibilidade aumentada no duplo mutante nocaute
Mec1/Tel1 o que sugere que essas quinases tenham papéis redundantes na via de
sinalizacdo. Ja o mutante nocaute de Rad53 apresenta uma sensibilidade menor do
que o duplo mutante meciAtel/1A. Além disso, o mutante nocaute de Rad53 nao
apresenta sensibilidade aditiva ao duplo mutante mec7Ate/1A o que sugere que
Rad53, a jusante de Mec1 e Tel1(MORROW et al., 1995; LONGHESE et al., 1998).

Figura 2: Representagao da via de RDD em humanos e leveduras.
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< <

CHK1/CHK2 Rad53

1.6 Relevancia do organismo modelo

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura de brotamento utilizada a
décadas como organismo modelo para estudos de sinalizagdo celular. Uma das
grandes vantagens é ser um organismo unicelular eucariético que evolutivamente
conservou diversas vias de sinalizagao, incluindo a via de resposta ao dano no DNA.
Além de um rapido ciclo geracional, levedura dispdem de um amplo leque de
técnicas que possibilitam manipulagées genéticas e moleculares que sao dificeis de
serem executadas em outros organismos modelos, sendo assim uma excelente
plataforma de analises para estudos de mecanismo e para eventual transposi¢ao

para modelos mais complexos.



1.7 Identificacao dos alvos de MEC1/TEL1 e/ou RAD53

Utilizando uma abordagem fosfoprotebmica quantitativa, Bastos de
Oliveira et al, 2015 identificaram fosforilagdes in vivo dependentes de Mec1/Tell
e/ou Rad53 em condigdes de estresse de replicacao.

Dentre mais de 6000 sitios de fosforilacdo identificados através dessa
metodologia, fomos capazes de distinguir 232 sitios cujas fosforilagbes sao
reguladas diretamente por Mec1/Tel1 e/ou Rad53. Esses 232 sitios encontram-se
distribuidos ao longo de 180 proteinas cujas funcbes estdo relacionadas,
principalmente, com replicagdo de DNA, sinalizacdo de dano ao DNA, reparo de

DNA, remodelamento de cromatina e regulacao transcricional.



2. JUSTIFICATIVA

As quinases ATR, ATM, Chk1 e Chk2 da via de RDD compreendem uma
das principais barreiras biolégicas contra o desenvolvimento do cancer. Trabalhos
recentes de nosso grupo identificaram inumeras proteinas fosforiladas pelas
quinases Mec1/Tel1 e Rad53 (ortélogos de ATR, ATM e Chk1/Chk2 em leveduras)
em condigdes de estresse de replicacdo. Nesse contexto, torna-se importante
identificar a relevancia dessas fosforilagbes e compreender como regulam a

tolerancia da célula ao estresse de replicacao.

3. OBJETIVO

Estabelecer uma plataforma metodolégica para avaliar a relevancia
funcional dos sitios de fosforilagdo regulados por Mec1/Tel1 ou Rad53 durante o

estresse de replicagao.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens de leveduras e biblioteca de mutantes nocaute

Neste estudo foi utilizada uma biblioteca de mutantes nocaute para
os genes ndo essenciais (Dharmacon - GE Healthcare) de Saccharomyces
cerevisiae. Nessa biblioteca, todos os mutantes foram gerados pela interrupgdo do
gene alvo pelo "cassete" KanMX. Esse "cassete" é formado pelo gene de bactéria
Kan" (que codifica uma aminoglicosideo transferase) sob a regulagdo do promotor
forte do gene TEF do fungo Ashbya gossypi. Esse "cassete" possibilita altos niveis
de expresséo do gene Kan' conferindo a levedura resisténcia ao tratamento com o
antibidtico kanamicina. Por essa raz&o o "cassete" Kan' é comumente utilizado como
um marcador para selegdo de linhagens de levedura. Todos os mutantes da
biblioteca foram gerados a partir da cepa de Saccharomyces cerevisiae BY4741
(MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0).

4.2 Condigoes de crescimento

Todas as cepas foram cultivadas em meio liquido YPD (Yeast Extract
Peptone Dextrose), contendo 1% de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de

dextrose, sob agitacéo de 220 rpm a 30°C.

4.3 Meios solidos

O crescimento das cepas em meio seletivo foi feito em meios drop-out,
contendo 0,67% Yeast Nitrogen Base without amino acids, meio drop-out URA , 2%

de dextrose, 2% de agarose.



4.4 Varredura genética

4.4.1 Critérios para escolha dos mutantes

Em trabalhos anteriores do grupo (Bastos de Oliveira et al., 2015) e de
outros grupos (Zhou et al., 2016), foram identificados os alvos fosforilados pelas
quinases Mec1, Tell ou Rad53 através de abordagens genéticas e anadlises de
fosfoprotedmica. A fosfoprotedmica é realizada aos pares, entre a cultura selvagem-
wild type (WT) e uma cultura nocaute para uma das quinases da via de RDD,
gerando assim uma comparagao entre os alvos fosforilados nas duas culturas,
porém para isso é necessario uma diferenga estatisticamente significativa entre os
alvos fosforilados da cultura WT e da cultura mutante. Para que sejam feitas as
analises, foi arbitrariamente escolhido uma diferenga de 4x entre os alvos
fosforilados na cultura WT e a cultura nocaute, entdo sugere-se que os alvos que
sao identificados como fosforilados na cultura WT e ndo s&o identificados na cultura
nocaute sejam fosforilados pela quinases nocauteadas, gerando um universo de 180

genes para a analise de varredura.

4.4.2 Varredura genética primaria

Utilizando a biblioteca de mutantes nocaute ndo essenciais, foram
selecionados 180 mutantes cujas as proteinas ja foram identificadas como alvos de
Mec1/Tel1 e/ou Rad53 em condi¢cao de estresse de replicagdo. Os mutantes foram
cultivados em placas de 96 pocos contendo 200ul YPD liquido e os antibidticos:
geneticina (concentragao final: 200ug/ml) e ampicilina (concentragao final: 100ug/ml)
na estufa a 30°C até atingir a saturagdo (O.D= 7,5). Os antibi6ticos séo utilizados
para que nao ocorra contaminagdo oriunda de outras cepas que nao sejam as
selecionadas da colegdo, que apresentam esses marcadores ou contaminagéo por
bactérias. As culturas foram submetidas a diluigdes seriadas (1:10; 1:100; 1:1000)
sendo transferidas com o auxilio de um replicador de 96 pinos para placas
retangulares contendo YPD solido na presenga ou auséncia de agentes genotoxicos.
Foram utilizados agentes genotdxicos especificos da fase S do ciclo celular
incluindo: hidroxido de uréia (HU) na concentracao final de 150mM, metassulfonato

de metila (MMS) na concentracdo final de 0,02% e camptotecina (CPT) na
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concentragao final de 15ug/ml. Os agentes genotdxicos utilizados agem diferentes
formas: o metanosulfonato de metila (MMS) € um agente de amplo espectro, induz
dano no DNA através da alquilagdo das bases nitrogenadas do DNA, a transferéncia
deste grupamento alquil para a base torna-se uma barreira fisica a progressao da
forquilha de replicagdo gerando o fenédmeno conhecido como colapso da forquilha, o
hidréxido de uréia (HU) é responsavel pela inibicdo da enzima ribonucleotideo
redutase, responsavel pela sintese de desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP’s)
na célula durante a fase S, a inibicdo da enzima promove uma diminui¢ao transitoria
nas concentragbes ou nos niveis de dNTP’s gerando o colapso da forquilha e
consequente ativacdo da via de resposta ao dano no DNA. A camptotecina (CPT)
promove uma ligagdo covalente da enzima topoisomerase | com a fita de DNA,
impedindo assim que a ligagao fosfodiéster rompida seja refeita e formando uma
quebra de simples fita de DNA, que durante a replicacdo ira evoluir para uma
estrutura de DNA que esta apenas parcialmente replicada, o que mimetiza uma
quebra de dupla fita de DNA, durante a fase S.

O crescimento dos mutantes foi avaliado visualmente e registrado a cada
24 horas ao longo de 72 horas de incubagao a 30°C. Os mutantes que apresentaram
as menores taxas de crescimento quando comparado com o controle foram

selecionados para a varredura secundaria.

4.4.3 Varredura genética secundaria

Os mutantes selecionados na varredura primaria foram cultivados
individualmente por aproximadamente 16 h em tubos de vidro a 30° e 220 rpm. A
concentragdo das culturas foi normalizada para uma O.D. 600 nm ~ 0.8 e
submetidas a diluigdes seriadas (1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64) sendo transferidas com o
auxilio do replicador de 48 pinos para placas de petri contendo YPD sdlido na
presenga ou auséncia dos agentes genotoxicos de interesse utilizados na varredura
primaria. O crescimento dos mutantes foi avaliado visualmente e registrado a cada 24
horas ao longo de 72 horas de incubagédo a 30°C. Os mutantes que tiveram o seu
fendtipo de sensibilidade confirmado foram selecionados para as etapas

subsequentes.
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4.5 Producao dos mutantes

4.5.1 Critérios para selegao dos fosfomutantes

Os mutantes foram selecionados baseando-se em trés critérios: 1-
sensibilidade ainda nao descrita na literatura; 2- funcdo descrita no banco de dados

Saccharomyces Genome Database (SGD); 3- ortélogo funcional em humanos;

4.5.2 Confirmagao genotipica dos mutantes Vps72

Com o objetivo de avaliar se a sensibilidade demonstrada pelo mutante
Vps72 selecionado na varredura secundaria era devido ao nocaute do gene e nao
devido a mutagdes pontuais presentes no genoma, foram produzido um novo
mutante através da interrupcédo do gene de Vps72 pelo cassete URA3 (Orotidina-3-
fosfato descarboxilase responsavel por catalisar a biossintese de novo de
pirimidinas). O cassete de URA3 foi amplificado através da reagdo em cadeia da
polimerase a partir do plasmideo pRS306 utilizando a enzima Primer Star Max DNA
Polimerase para a amplificacdo dos cassetes autotroficos. A amplificagcdo do produto
de PCR foi realizada utilizando tampéo 2X PrimerStar Max Premix, 10mM do oligo
senso, 10mM do oligo anti-senso, 200ng de amostra e H,O destilada estéril com o
volume final de 50 pul. As reacdes foram realizadas utilizando o termociclador usando o
programa com 35 ciclos, sendo cada ciclo composto por 3 etapas: desnaturagao (98°
C por 15 segundos), anelamento (55°C por 10 segundos) e extensao (72°C por 15

segundos).

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para a amplificagdo do cassete URA3 para a delegdo do gene
Vps72.

Oligos utilizados para a confirmag¢ao genotipica

Oligo senso 5GTCTAATGAATACAAATAGAAGTGAAACCGAAGCAAATTCACAGTGCA
CGgcagattgtactgagagtgc-3’

Oligo anti-senso | 3 TGGAATATAGTCAAATGTTTAACGACCTACCATTATATAGTCTGTCTCA
Atgccgatttcggcectattggb’
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4.5.3 Transformagao em levedura

A delecdo dos genes de interesse foi realizada através do protocolo de
transformagdo em levedura por acetato de litio. Essa técnica é utilizada para a
introdugc&do de um cassete de gene autotrofico no locus do gene de Vps72 (Figura 3).
Inicialmente as células de leveduras foram inoculadas em 50 mL de meio YPD (sob as
condigbes descritas no item 4.2) com crescimento durante a noite. No dia
seguinte, o crescimento foi avaliado em espectrofotdmetro utilizando a densidade
optica de 600 nm. Utilizou-se as culturas com OD entre 0,4-0,8, e em seguida foram
centrifugadas por 5 minutos a 1000g em temperatura ambiente (25°C). O precipitado
foi lavado com 1 mL de acetato de litio 100 mM, sendo transferido para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, logo em seguida foi centrifugado por 15 segundos a
aproximadamente 80000g ou 14000 rpm. O sobrenadante é descartado e ao
precipitado € adicionado o TRAFO Mix contendo: 240ul de Peg 50%, 30ul de acetato
de litio 1M e 10 pl ss-DNA (DNA de esperma de salmao) 10ug/ul, deve ser
homogeneizado delicadamente. Posteriormente foi adicionado 10ul do produto de
PCR (item 4.7.1). A mistura ficou por 40 min no banho maria a 42°C. Ao final do
tempo, foi centrifugada por 15 segundos a 6000 rpm, descartando o sobrenadante e
ressuspendendo as células em 300 ul de H,O destilada estéril. As células foram
plagueadas em meio seletivo -URA e incubadas por 48 horas a 30°C.

Apos as 48 horas, as colbnias isoladas foram estricadas em uma nova
placa de meio seletivo —URA para a obtencdo de colénias isoladas para posterior

confirmagao do nocaute.
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Figura 3: Representacdo da delegcdo do gene de interesse pela interrupgéo utilizando cassete de
URA3.

 E—E—

- =

A delecdo do gene de Vps72 ocorre através da recombinagdo homoléga promovida pelo
reconhecimento das regides flaqueadoras presentes tanto no gene quanto no cassete amplificado,

promovendo um insergao regido-especifica.

4.5.4 Extracao de DNA

As colbnias purificadas da transformagao em levedura foram inoculadas
em 5 mL de meio YPD (sob as condigdes descritas no item 4.2). No dia seguinte,
nao é necessaria a avaliagao por densidade éptica das culturas, transfere-se 1mL da
cultura para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e em seguida centrifuga-se por 15
segundos a aproximadamente 80000g ou 14000 rpm. Foi adicionado ao pellet: 100 pl
tampéao A, 100 ul de pérolas de vidro, 100 pl de fenol: cloroférmio (1:1) e 200 pl de TE
pH: 8,0, leva-se a mistura para o Disruptor Gene por 5 minutos a
aproximadamente 4000g ou 3000 rpm, em seguida centrifuga-se por 5 min a 14000
rom. Transfere-se 250 pl da fase aquosa para um novo tubo de microcentrifuga de
1,5 mL e adiciona-se 1mL de etanol 100% e 10 ul de acetato de amobnia 4M, a
mistura deve ser vortexada. Em seguida, a mistura é centrifugada por 5 minutos a
14000 rpm, forma-se um precipitado branco nas paredes do tubo de microcentrifuga e
entdo descarta-se o sobrenadante. O pellet pode ser seco no concentrador a
vacuo usando a opgao para fenol por 10 min ou mantendo os tubos abertos a

temperatura ambiente por 1 hora.
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4.5.5 Confirmagao do mutante Vps72

Para a confirmacdo dos mutantes foi realizada uma PCR para a
genotipagem com uma combinagdo de oligos que sao capazes de detectar a
presenca ou auséncia do marcador autotrofico no locus de interesse. Utilizando-se a
enzima Taq Platus DNA Polimerase para a amplificagdo da ORF do gene de Vps72 .
Para a amplificacdo utilizou tampéao 10X com KCI, 8mM de Dntp’s, primer senso
10mM, primer anti-senso 10mM, MgCl, 25mM, amostra 200ng e H,O destilada estéril
com o volume final de 30 pl. A amostra utilizada € o DNA purificado, descrito no item .
Foram feitas duas mix com misturas diferentes de oligos para revelar os clones
positivos (aqueles que sofreram a mutagdo e integraram o gene autotrofico) e os
clones negativos (aqueles que ainda permanecem com o gene de Vps72) (Tabela 2).
As reacbes foram realizadas utilizando termociclador usando o programa com 3
estagios: 1 estagio de desnaturacdo a 95°C por 3 minutos com apenas um ciclo, 2
estagio com 35 ciclos de desnaturagdo 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 90 segundos, o ultimo estagio € uma
extensao adicional que dura 10 minutos a 72°C. Os produtos foram corados com
tampao 6X Loadying DNA e corridos contra um padréo de peso molecular 1TKB DNA

Ladder em um gel de agarose 1%.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para a confirmagao dos mutantes gerados para Vps72.

Oligos utilizados para confirmagao do mutante Vps72

Mix negativa Oligo senso 5 GATGCTCTGGCACAAGAG 3’

Oligo anti-senso 3TCATCATCGTCATCTTTTGCCATCSY’
Mix positiva Oligo senso 5 GATGCTCTGGCACAAGAG &

Oligo anti-senso 3 TGTCGCTCTTCGCAATGTC &’

4.6 Producgao dos fosfomutantes

4.6.1 Clonagem

O gene de Vps72 foi amplificado através do PCR descrito no item 4.5.2. O
produto gerado pela PCR foi digerido usando as enzimas de restricao Pacl e Spel

(NEB) e o tampédo CutSmart (NEB) no volume final de 50pl, de igual forma foi feito
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com o plasmideo pFa6a_G418 6HIS3HA, a reacdo de digestdo é feita no
termociclador por 12h a 37°C. Ambas digestdes sdo corridas em um gel de agarose
1% contra um padrao de peso molecular 1KB DNA Ladder para analise através do
peso molecular da digestéo, para o produto de PCR é corrida apenas uma aliquota de
2ul da amostra, enquanto para a digestdo do plasmideo é corrida toda a amostra.
Ambas as digestdes necessitam ser purificadas, o produto da digestao oriundo do
plasmideo sera sacado do gel utilizando apenas a banda de interesse, enquanto a
digestdo do produto de PCR sera utilizado o volume todo oriundo da digestéo, a
purificacdo é feita utilizando o kit QIAquick Gel Extraction seguindo o protocolo do
fabricante. Apos a purificacdo os produtos sdao mensurados utilizando 2ul da amostra
no espectrofotdbmetro, esse é importante para ser utilizado no calculo para a ligagao
vetor-inserto utilizando a T4 DNA ligase (NEB) utiliza-se 50ng do vetor purificado,
25ng do produto de PCR purificado, 1yl da T4 DNA ligase e completa- se com agua
destilada para o volume final de 50ul.

Figura 4: Esquema do plasmideo pFa6a.
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As setas destacam os sitios utilizados para a clonagem do gene de Vps72.
Fonte: https://www.addgene.org/41600/
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4.6.2 Transformacgao em bactérias competentes e extragao de plasmideo

As bactérias competentes Dhb5a foram feitas segundo o protocolo
modificado de Sambrook et al., Protocol 24, o protocolo baseia-se no choque térmico
para que promova a competéncia das bactérias. O plasmideo gerado através da
ligagdo do vetor com o produto de PCR foi transformado em bactérias através de
choque térmico por 90 segundos no banho maria & 42°C e no banho com gelo (0°C)
por 2 minutos, utilizando 15ul do plasmideo. Apds o choque térmico, a suspensao é
transferida para um falcon contendo 5 mL de meio LB e posteriormente plaqueado
em placas de meio LB com ampicilina para a sele¢cao das bactérias que receberam o
plasmideo de interesse. A extragao dos plasmideos é feita utilizando o kit da Qiagen
Miniprep Qiaprep utilizando o protocolo do fabricante.

4.6.3 Mutacgao sitio dirigida

O plasmideo que foi purificado no item anterior passou pela reacao de
mutacao dirigida utilizando o sistema QuickChange— Multiplex (Agilent). Esse kit é
capaz de modificar especificamente os sitios, no nosso caso trocando serinas e
treoninas por alaninas. Essa reagao ocorre em um plasmideo de DNA dupla fita com a
insercao da fase de leitura aberta (Open Reading Frame-ORF) do gene de Vps72 e as
regides montante e a justante (Upstream e Downstream) do gene. Utilizando a
polimerase PfuTurbo DNA polimerase € possivel sintetizar ambas as fitas com alta
fidelidade, além de ndo deslocar os oligonucleotideos subsequentes. Com isso
promove uma mutagdo randémica, o que nem sempre gera um fosfomutante final
com todas as mutagdes pontuais. O produto da mutagénese foi tratado com a
endonuclease Dpnl, essa endonuclease digere a fita parental por conta da
especifidade pela fita hemimetilada e metilada, isso ocorre porque as fitas sao
sintetizadas por cepas de Escherichia Coli. Apds a digestdo, o plasmideo de fita
simples e com os sitios mutados foi transformado em bactérias ultra-competentes
XL1-Blue, também fornecida no kit (Figura 5). A especificidade das mutagdes deve-se
ao uso da polimerase de alta fidelidade e das baixas temperaturas durante areagao
de PCR, o que diminui a chance de mutacdes ao acaso.

Foram utilizados os putativos sitios e os sitios ja identificados por

espectrometria de massas em trabalhos anteriores do grupo (BASTOSDEOLIVEIRA
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et al., 2015), utilizando os oligonucleotideos gerados na pagina online da emprese

Agilent. O plasmideo foi sequenciado na regido do gene de Vps72 para que fosse

confirmada a mutagéo pontual dos sitios de fosforilagéo.

Figura 5: Esquema da Mutagénse Sitio Dirigida.
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4.6.4 Integracao genémica dos fosfomutantes

Para a reintegracao do fosfomutante no seu /locus original, foi realizada a
transformagdo em leveduras descrita no item 4.5.3. Utlizando a célula que
apresenta a delecdo do gene de VPS72 que foi substituido pelo cassete de URA
descrito no item 4.5.3. A selegcdao dos fosfomutantes foi realizada através da
capacidade de crescimento em placas com G418 e perda da capacidade de
crescimento em placas —URA, demonstrando que o cassete de URA foi substituido

pelo fosfomutante.
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5. RESULTADOS

5.1 Varredura primaria

Para identificar a relevancia funcional dos sitios de fosforilagdo presentes
em 180 alvos das quinases Mec1/Tel1 decidimos, em primeiro lugar, identificar quais
dessas proteinas eram importantes para a tolerancia da célula a drogas que
induzem o estresse de replicacédo. Essa estratégia permitiu a exclusao de candidatos
que nao apresentaram relevancia funcional, diminuindo assim o numero de
proteinas utilizadas na segunda etapa do projeto, que consiste na mutagdo pontual
de seus sitios de fosforilagao.

Nesse contexto, 180 mutantes nocautes foram selecionados a partir de
uma biblioteca comercial. Cada um desses mutantes correspondia a uma das
proteinas identificadas como alvo de fosforilacdo de Mec1/Tel1 em condi¢des de
estresse de replicacao.

Esses mutantes foram submetidos a um ensaio de sensibilidade em larga
escala na presenca de 3 diferentes drogas que induzem o estresse de replicagao:
Hidréxido de Uréia, Metassulfonato de Metila e Camptotecina (Figura 6).

Para avaliar a sensibilidade desses mutantes o crescimento dos "spots"
foi avaliado durante 48 horas. A avaliacao da sensibilidade foi feita utilizando como
parametro a diminuicdo do crescimento dos "spots" quando comparados com a cepa
selvagem.

A diluicdo seriada permitiu com que nds pudéssemos ter uma avaliacéo
ndo apenas qualitativa, mas também quantitativa da sensibilidade dos mutantes
facilitando a assim a selecdao de mutantes com diferentes niveis de sensibilidade.
Assim, dentre 180 mutantes testados ao longo da varredura primaria, foram
identificados 62 mutantes que apresentaram alguma sensibilidade a uma ou mais

drogas.
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Figura 6: Varredura primaria.
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Culturas dos 180 mutantes nocautes foram diluidas em série (1:10) e aplicadas sob a forma de
"spots" em placas contendo meio de cultura sélido na presengca de HU, MMS ou CPT. Apds 48h de

incubacgéo as placas foram fotografadas e o crescimento dos "spots" avaliado visualmente.

Tabela 3: Genes que foram confirmados na varredura primaria.

Genes que apresentaram sensibilidade na varredura primaria

Gene MMS HU CPT

FUN30

NUP60

SOK2

FDO1

MLH1

SPT21

SGS1

CLA4

TOF1

DIA2

ISW2

APLS5

HPC2

RADS55

VPS41
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RTT107

DCC1

SLX4

SWi6

SEC22

CDC73

NGG1

RAD9

CTF4

UBP13

PDR1

PIB2

DST1

SGF73

GCR2

VID28

RPL2A

TSL1

SAS2

GID8

GCS1

RAD18

RAD26

CBF1

MLP2

RPL17B

RIF1

TUP1

DAL81

MLP1

BSC5

MMS4

MBP1

RXT3

VPS72

RPL1B

RAD54

LTE1

RAD2

DAD3

DEP1

DEF1

PHOS81
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RCO1 0 0 0
RLF2 2 0 0
REG1 2 3 2

As sensibilidades foram definidas de 0-3 sendo 0: crescimento nas 3 diluicbes e 3: auséncia de

crescimento nas 3 dilui¢des.

5.2 Varredura secundaria

Devido a manipulagdo de um grande numero de amostras, abordagens de
sensibilidade em larga escala sdo passiveis de erros experimentais que podem
introduzir resultados falso positivos. Para evitar a selegcdo de candidatos falso
positivos, foi conduzida uma segunda rodada experimental para re-validar os
candidatos isolados na varredura primaria. Assim, os 62 mutantes que
apresentaram sensibilidade na varredura primaria tiveram a sua sensibilidade
reconfirmada por uma varredura secundaria. Essa varredura secundaria baseia-se
nos mesmos parametros utilizados na varredura primaria, com a diferenca de que a
diluicdo seriada foi reduzida de 1:10 para 1:4 (Figura 4). O objetivo é que na
segunda rodada fosse possivel distinguir com maior resolugdo as diferencas
quantitativas na sensibilidade apresentada pelos diferentes mutantes. Ao final da
varredura secundaria foram reconfirmadas a sensibilidade de 48 mutantes (Figura 7;
Tabela 4; Graficos 1, 2 e 3). Para facilitar a categorizagdo dos diferentes mutantes
quanto ao seu grau de sensibilidade, atribuimos uma pontuagdo que vai de 1 a 4
onde 4 corresponde ao maior nivel de sensibilidade observado (nesse caso, nao é

possivel observar crescimento do "spot" nem na menor diluicdo 1:4).




Figura 7: Varredura secundaria.
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X1 41424% x1 41404

spt21a
sgs1h
rad55A
1074
decld
rad9d
afdd i

wT
rifla
rad54A
depld
defla g
rif2a
regla

wT
phogia
tuplA
tsha CREEERE
ger2d B
saf73n [
dst1a 8

wT
pib2a
sec22h
vps41a
hpe2a
isw2h K
clads

WT
gesta
rad18A
rad264
cbfla
mip24

wWT
phi7ba (8
dalg1a (&
bscsa

nup60A
sok24
fdo1a
mih1d
tof1a
aplsa
WT
shetd
cdc73h
ubp134

pdria g
vid2sa B
rpizan |

sas2h M

WT
rcold
dad3A
rad2h

fte1d |

rpl1ba
vps724
xt3A
wT
dia2a
npl3aA

swisd |

nggld
mpl1d

wr
aplsa
cdc73n
ubp13A
pdr1A
pamia
vid284
wT
NupBOs
sok28
pdr1a
mih1A

WT

rpl2ads
sas2i

gidsa [

cbfia
mip2A
pl17bA
miplA
wT
bse5a
mbp1A

wT
phos14
tuplA
tsl1a
ger2a

sgf738 K

dst1a ol

wT
pib2A
ngglA
sec224
vpsa1A
hpc2a

isw2 B
cladd K

X1 41474

as dilui¢cdes e 4 representando a auséncia de crescimento em todas as diluigdes.

Tabela 4: Genes que tiveram a sensibilidade reconfirmada na varredura secundaria.
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Genes com sensibilidade reconfirmada na varredura secundaria
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SLX4
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As sensibilidades foram definidas de 0-4 sendo 0: crescimento nas 4 diluicbes e 4: auséncia de

crescimento nas 4 diluicdes. E uma analise qualitativa da sensibilidade de cada um dos mutantes

estudados.
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Grafico 1. Representagédo da sensibilidade dos 48 genes selecionados na varredura secundaria ao

agente genotdxico MMS.
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O eixo X representa os valores de sensibilidade que foram obtidos por cada um dos mutantes baseando na
auséncia de crescimento nas diluicGes seriadas feitas na varredura secundaria, enquanto o eixo Y apresenta os

mutantes sensiveis.

Grafico 2: Representagédo da sensibilidade dos 48 genes selecionados na varredura secundaria ao

agente genotoxico HU.
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O eixo X representa os valores de sensibilidade que foram obtidos por cada um dos mutantes baseando na
auséncia de crescimento nas dilui¢gdes seriadas feitas na varredura secundaria, enquanto o eixo Y apresenta os

mutantes sensiveis.
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Grafico 3: Representagédo da sensibilidade dos 48 genes selecionados na varredura secundaria ao
agente genotdxico CPT.
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O eixo X representa os valores de sensibilidade que foram obtidos por cada um dos mutantes baseando na
auséncia de crescimento nas dilui¢des seriadas feitas na varredura secunddria, enquanto o eixo Y apresenta os

mutantes sensiveis.

Uma vez sabendo quais genes eram importantes para a tolerancia da
célula ao estresse de replicacido, estavamos aptos a passar para a préxima fase do
projeto que envolvia a mutacao dos sitios de fosforilagdo das proteinas de interesse.
Como a abordagem para mutagao sitio dirigida € trabalhosa e requer tempo, nao
teriamos tempo habil para aplicar a estratégia aos 48 candidatos selecionados. Para
definir a escolha de quais genes seriam conduzidos para a proxima etapa foram
estabelecidos os seguintes critérios: 1) a sensibilidade deveria ser uma novidade e
nao ter sido ainda descrita na literatura; 2) a fungao descrita para o gene no banco
de dados de Saccharomyces cerevisiae deveria estar de alguma forma associada
com fungdes envolvidas na tolerdncia ao estresse de replicacdo; 3) o gene
selecionado deveria apresentar um ortédlogo humano que justificasse a sua
caracterizacao funcional.

Dentre os 48 mutantes isolados foram categorizados 6 mutantes (tabela 5).
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Tabela 5: Caracteristicas dos mutantes selecionados.

Gene CPT HU MMS  Fungdo Bioldgica®
DIA2 5 ++ ++ fi:ﬁig;;ir}‘a ligase
NPL3 ++* ++ ++ Transporte de mRNA
RAD26" N/O 2 ++ Reparo DNA (NER)

TSL1 N/O 4% N/O Metabolismo trealose
vpPs72# N/O + ¥ Remodelador cromatina
MLPI* ++ ++ ++* Transporte de mRNA

¥ Gene apresenta homdlogo humano
* Sensibilidade ainda ndo descrita na literatura
# Funcdo atribuida segundo SGD (www.yeastgenome.org)

Os candidatos que tiveram a sua sensibilidade reconfirmada na varredura
secundaria foram analisados através SGD Gene Ontoloy Slim Mapper para a analise
das categorias GO,além disso & possivel gerar o dado do enriquecimento relativo
das amostras, sendo um calculo baseado na divisdo da porcentagem de genes
presentes na amostra em determinada categoria GO pela porcentagem de genes no
genoma total de Saccharomyces cerevisae presentes na mesma categoria GO. O
grafico abaixo mostra as 10 categorias que obtiveram um enriquecimento relativo de
pelo menos 3 vezes (Figura 8)
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Figura 8: Representacédo as categorias Gene Ontology
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Enriquecimento Relativo

As categorias GO foram obtidas a partir da analise dos mutantes sensiveis a varredura secundaria

que apresentam um enriquecimento relativo maior ou igual a 3x.

5.3 VPS72

Dentre os candidatos descritos o primeiro candidato para o experimento
de mutagénese sitio de dirigida foi VPS72 (Vacuolar Protein Sorting). VPS72 é uma
subunidade do complexo remodelador de cromatina dependente de ATP-SWR1
(membro da familia SWI2/SNF2), esse complexo usa a energia gerada pela hidrolise
do ATP para a troca da histona H2A pela variante de histona H2A.Z.(HTZ1 em
leveduras) (VAN ATTIKUM; FRITSCH; GASSER, 2007). Esse complexo é capaz de
alterar a estrutura da fibra da cromatina tornado a regido mais acessivel para o
reparo de lesdes, principalmente lesdes do tipo quebra de dupla fita de DNA.

Entretanto, antes de dar inicio a mutacdo dos sitios de fosforilacao de
Vps72, foi necessario comprovar que a sensibilidade apresentada pelo mutante era
devido, de fato, a delegdo do seu respectivo gene e ndo a um efeito aditivo causado
pela combinacdo de mutagbes em outros genes. Assim, a partir de uma cepa
selvagem foi feito a delecdo do gene de VPS72 e a sensibilidade do mutante

comparada com a sensibilidade do mutante isolado da biblioteca comercial. A
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sensibilidade entre ambos os mutantes foi igual, sugerindo que o efeito era exclusivo
da delecéo de VPS72 (Figura 9).

Além do sitio de fosforilacdo (S425) dependente de Mec1/Tel1, Vps72
apresenta 8 putativos sitios de fosforilagdo que apresentam o consenso de
fosforilagdo S/T-Q ja descritos para as quinases Mec1/Tel1. Nesse contexto,
optamos por mutar inicialmente, ndo apenas o sitio S425 mas também os demais
putativos sitios presentes em Vps72. Nesse caso, as serinas treoninas foram
substituidas por alaninas, conforme mostra o esquema. Para demonstrar a
relevancia dos sitios de fosforilagdo de Vps72, o fosfomutante vps72-9A (T94, S102,
T237, S425, S479, T579, T627, T694 e S798A) (Figura 10) teve a sua sensibilidade
comparada ao mutante nocaute vps72A através de um ensaio de sensibilidade a
MMS (Figura 11)

Figura 9: Confirmagéo da sensibilidade observada para o mutante vps72A oriundo da biblioteca.
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(A) Diagrama dos primers utilizados para confirmar a substituicdo de vps72 pelo cassete de URAS,

amplicon do gene Vps72: aproximadamente 550pb e do cassete de URA3 aproximadamente 1300 pb.
(B) Confirmagado da substituicdo de VPS72 pelo marcador de URA3 no mutante confirmatério. (C)
Linhagem selvagem teve o gene vps72 substituido pelo marcador URA3 e sua sensibilidade a MMS foi

comparada a sensibilidade do mutante isolado da biblioteca.



Figura 10: Representacao dos sitios de fosforilagao que foram mutados no fosfomutante vps72-9A.
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Figura 11: Teste de sensibilidade do fosfomutante vps72-9A.
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Linhagem selvagem teve o gene Vps72 substituido pelo fosfomutante vps72-9A e a sua sensibilidade

a MMS foi comparada a sensibilidade da célula selvagem e da célula nocaute para VPS72.
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6. DISCUSSAO

6.1 Analise dos mutantes sensiveis

As quinases da via de RDD sao importantes para a tolerancia da célula
em condi¢des de estresse de replicagdo. A disfungdo dessas quinases encontra-se
associada com um aumento na sensibilidade a agentes genotéxicos como HU, MMS e
CPT. Para melhor compreendermos 0s mecanismos através dos quais essas
quinases contribuem para a tolerancia ao estresse de replicacdo € fundamental
conhecermos quais as proteinas sao fosforiladas por essas quinases e de que forma
essas fosforilagdes regulam essa tolerancia.

Nosso trabalho langou m&o de uma lista de proteinas fosforiladas por
Mec1/Tel1 em condigbes de estresse de replicacdo para tentar validar a relevancia
funcional desses sitios de fosforilagao.

Utilizando os dados dos mutantes que apresentaram sensibilidade
durante as varreduras primarias e secundarias, selecionamos dentre 180
candidatos, 48 genes cujas proteinas demonstraram ser importantes para a
tolerancia da célula ao estresse de replicagdo. Através de uma analise de ontologia
génica identificamos dentre os candidatos uma heterogeneidade funcional das
proteinas que sao fosforiladas por Mec1/Tel1, corroborando com a maxima de que a
resposta ao estresse de replicagcdo € uma sinalizagdo complexa que requer a
regulacao de diversas fungdes celulares.

Dentre as funcgbes enriquecidas temos as proteinas que sao fatores de
transcricdo sendo responsaveis por regular a transcricdo de genes alvo, podendo
ser uma regulacao positiva ou negativa, a associacao desses fatores ao DNA ocorre
de maneira especifica. E notério que os fatores de transcricdo estariam auxiliando na
regulacado de genes que codificam proteinas envolvidas nas mais diversas formas de
reparo das lesdes no DNA, porém mais recentemente foi demonstrado que além da
funcdo como fator de transcricdo alguns ainda podem participar fisicamente como
mediadores chave do reparo, isto ocorre através da translocacdo dos fatores de
transcricao para os locais das lesdes no DNA e estes agem facilitando o reparo, isto foi

demonstrado principalmente no reparo de quebra de dupla fita e por reparo de
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excisdo de nucleotideos (NER) e sugere-se que 0 mesmo ocorra para as demais
vias de reparo de lesées no DNA . (MALEWICZ; PERLMANN, 2014)

Proteinas que interagem com o citoesqueleto sdo essenciais para a
manutengdo da estabilidade gendmica, um exemplo disso é o gene DAD3 que
codifica a proteina Dad3, subunidade do complexo DAM1 responsavel pela
segregagao dos cromossomos durante a mitose através da ligagdo ao cinetdcoro.
Dad3 foi identificado sendo regulado por Mec1/Tel1 em resposta ao dano no DNA, ou
seja, na auséncia de Dad3 ocorre um segregacdo imperfeita dos cromossomos
gerando quebras de dupla fita (NOGALES; RAMEY, 2009; CHEN et al., 2010).

As endonucleases s&o enzimas que clivam internamente a cadeia
polinucleotidica, promovendo a exposi¢cao de regides mais internas da molécula de
DNA. Na varredura feita neste trabalho, foram identificados trés endonucleases:
Mms4, SIx4 e Rad2. SIx4 é endonuclease que esta envolvida no processamento de
DNA, foi relacionada a uma etapa crucial para a resolugdo de jung¢des Holliday na
auséncia de Sgs1 durante a recombinacdo homdloga (WYATT; WEST, 2014),
também forma complexo com Mms4 ou SIx2 também com fungdo crucial na
auséncia da helicase Sgs1 durante a recombinacdo homologa (CUSSIOL et al.,
2017). De forma similar, Rad2, homdélogo de XPG em humanos, esta relacionado
com regulagao do ciclo celular e mutagdes no gene sao responsaveis por parada do
ciclo celular e encurtamento da vida util em condi¢gdes de dano no DNA. (KANG et al.,
2014)

A cromatina é definida como um complexo formado por DNA e proteinas
que possui como fungdo a condensacdo do material genético no nucleo dos
organismos eucariotos. Por conta da intima ligagdo entre o DNA e as histonas é facil
prever que existam modificacbes no nivel da cromatina e das histonas durante a
resposta ao dano no DNA e durante a analise de enriquecimento GO, essas
categorias mostraram-se com o maior enriquecimento relativo.

O remodelamento da cromatina é essencial para o acesso ao material
genético, logo que a maquinada da DDR necessita acessar o DNA para o reparo das
lesdes, existem diversos complexos multiproteicos que sdo capazes de modular a
estrutura da cromatina utilizando a energia da hidrolise ATP (adenosina tri-fosfato),
demonstrando a importancia da atividade ATPase para a resposta ao dano ao DNA
uma das categorias GO com enriquecimento, comum a todos os complexos

remodeladores de cromatina temos as sub unidades ATPases que podem ser de
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diferentes super familias, geralmente essas sub unidades estdo relacionadas a
helicases (VARGA-WEISZ; BECKER, 2006). S&o conhecidos alguns complexos
remodeladores de cromatina, sendo eles pela sua ATPase: remodelador de
cromatina SWI/SNF que apresenta como ATPase Brm ou Brg1 que agem deslizando
e ejetando os nucleossomos para o remodelamento da cromatina, o complexo
remodelador de cromatina ISWI que apresenta como ATPase Snf2H ou Snp2L que
podem mediar tanto o deslizamento dos nucleossomos como o deslocamento de
histonas e o complexo INO80 que tem Ino80 como ATPase e tem a mesma forma de
acao da ATPase do complexo SWR1. (LUIJSTERBURG; VAN ATTIKUM, 2011)

Uma das respostas mais rapidas para o reparo de lesdes na cromatina é
a fosforilagdo da serina 129 na histona H2A, essa fosforilagéo ajuda no recrutamento
de complexos como os remodeladores INO80 e SWR1 (super familia SWI/SNF) que
sdo recrutados para quebras de DNA, ja foi demonstrado que INO8O0 facilita essa
fosforilagdo e permite a recuperacdo do ciclo celular apdés a parada , enquanto
SWR1 tem a seu recrutamento para sitios de DSBs aprimorado pela fosforilagcéo,
outros complexos da super familia SWI/SNF sado requeridos para reparo por
recombinagcdo homologa. Ja os remodeladores de cromatina da familia ISWI esta
envolvido com outras fosforilagdes da histona H2A que ainda nao tem a sua funcéao
completamente elucidada. (CLAPIER; CAIRNS, 2009)

Sobre as modificacbes de histonas existem diversos tipos como:
fosforilagao, acetilagdo, ubiquitinacdo, metilacdo. A fosforilagdo das histonas pode
estd ligada ao recrutamento de remodeladores de cromatina como citado no
paragrafo acima ou fosforilagbes mediadas pelas quinases da DDR, essas
fosforilagdo servem como ponte de interacdo com outras proteinas. Ja foi
demonstrado que a acetilacdo das histonas funciona como um modulador da
estrutura da cromatina e promove o0 acesso das proteinas do via de DDR ao DNA
lesionado, enquanto a ubiquitinagdo de histonas ja foi demonstrada como sendo
importante principalmente para as quebras de dupla fita de DNA, ja a metilagcéo € a
transferéncia de um grupamento metil que pode ser uma mono, di ou tri metilagao, a di-
metilacdo ja foi relacionada com a sinalizagcdo para o reparo por unido de
extremidades ndo homélogas (NHEJ), enquanto a tri-metilagdo € considerada como
um sinal de inibigdo ao reparo do dano no DNA. (LUIUSTERBURG; VAN ATTIKUM,
2011; WILLIAMSON et al., 2012). Cada uma dessas modifica¢cdes s&o importantes

para diferentes contextos de lesdes no DNA e formas de ser reparados. Levando em



34

consideragéo tudo que ja foi abordado sobre a necessidade de acesso ao material
genético para que ocorra o reparo das lesées no DNA ¢ justificavel a categoria GO de
ligacdo ao DNA, uma vez que € necessario 0 acesso ao material genética para que a
lesdo seja identificada e para posterior sinalizagdo para a via de reparo
necessaria.

Para a ligagao aos lipideos foi demonstrado que logo apés a indugdo de
dano no DNA ocorre um aumento da concentracido nuclear de fosfoinositideos,
lipideos da familia dos fosfolipidios que representa parte dos lipideos disponiveis no
nucleo celular. A auséncia desses fosfoinositideos ou mutacbes que afetem a sua
funcdo promovem a inibicdo do recrutamento de ATR para sitios de lesdes no DNA
por microirradiagdo, sugerindo que estes lipideos sao importantes para o
reconhecimento de lesdes, principalmente de exposicdo de fita simples de
DNA.(WANG et al., 2017).

As duas ultimas categorias que apresentaram enriquecimento dentro da
analise GO foram as categorias de ligagdo a enzimas e atividade de regulador
enzimatico. Durante a sinalizagdo de dano ao DNA dependendo do tipo de leséao
gerada na molécula de DNA podem ser sinalizadas e posteriormente ativadas
diferentes vias de reparo, essas vias apresentam enzimas, ou seja, proteinas com
atividade catalisadora das reagdes, como por ex: a remo¢ao ou mudanga de bases
ou nucleotides mediada pela enzima DNA fotoliase, principalmente de dimeros de
pirimidina (SANCAR; SANCAR, 1988), as proprias endonucleases citadas acima, as
DNA glicosilases que fazem parte do reparo por excisdo de bases que promovem a
hidrélise da ligagdo N-glicosilica entre a desoxirribose e a base nitrogenada
(KROKAN; BJORAS, 2013), entre outros exemplos.

6.2 VPS72
O gene que codifica a proteina Vps72 (Vacuolar Protein Sorting 72) ou

Swc2 (SWRI Complex 2) foi classificado dentro da categoria GO mais enriquecida, a
categoria de ligagado a histona. VPS72 é uma subunidade do complexo remodelador
de cromatina dependente de ATP- SWR1 (membro da familia SWI2/SNF2), esse
complexo usa a energia gerada pela hidrolise do ATP para a troca da histona H2A
pela variante de histona H2AZ (Htz1 em leveduras) (VAN ATTIKUM; FRITSCH,;
GASSER, 2007). Esse complexo é capaz de alterar a estrutura da fibra da cromatina

tornado a regido mais acessivel para o reparo de lesdes, principalmente lesées do
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tipo quebra de dupla fita de DNA, além disso, ja foi demonstrado que leveduras que
nao apresentam a variante de histona Htz1 apresentam uma maior sensibilidade a
agentes genotoxicos (MIZUGUCHI, 2004). Wu et al, 2005 demonstraram que a sub
unidade Vps72 € o maior componente capaz de se associar com a variante de
histona Htz1 mesmo na auséncia de outras sub-unidades do complexo e ainda que o
dominio responsavel por esta interagdo esta localizado dos residuos 1-281.
Através de analise de Blast, Wu et al, 2005 demonstrou que a regiao de interagao de
Vps72 e a variante de histona Htz1 € conservada entre os metazoarios
apresentando 26% de identidade e 40% de similaridade incluindo YL-1, subunidade
do complexo redomelador de cromatina SRCAP em mamiferos.

Bastos de Oliveira et al, 2015 demonstraram que em condicdo de
estresse replicagdo Vps72 (Swc2) apresenta uma fosforilagdo dependente de
Mec1/Tel1 na serina 425 (S425), além desse sitio Vps72 apresenta mais 9
potenciais sitios de fosforilagdo SQ/TQ, caracteristicos das quinases Mec1/Tel1 (KIM
et al., 1999), esses sitios localizam-se nos residuos: T94, S102, T237, S425, S479,
S579, T627, T694 e S784. Reforgando a importancia desses sitios de fosforilagao,
foi demonstrado que o sitio T237 em leveduras foi evolutivamente conservado na
proteina homologa a Vps72 YL-1 em mamiferos na posi¢cao 168 (figura 12).

Por conta de limitacdo da técnica, ndo foi possivel a criagdo do
fosfomutante 102 (os sitios S232 e T237), pois dois sitios estavam muito préximos
sendo apenas viavel a criacdo do fosfomutante 9A. Apesar disso, o fosfomutante
vps72- 9A nao foi capaz de resgatar o fendtipo demonstrado pelo mutante vps72A
sugerindo que para a fungéo de Vps72 dentro do complexo Swr1 em condi¢cao de
estresse de replicagdo nao depende dos sitios consenso para as quinases da

resposta ao dano no DNA.



Figura 12: Alinhamento das sequéncias da proteina Vps72 e seus respectivos ortdlogos.

246
186
178
176
176

A ATR - Matsuoka et al., Science, 2008
Mec1 - Bastos de Oliveira et al., Mol Cell, 2015

|

®

+
S. cerevisiae 222 ERIRKHKEQESQHMLTQEERLRI
S. pombe 168 SASANRQKG----TMTQQQRFEE
D. melanogaster 160 KK-VRVEDY----MPTQEELLEE
M. musculus 160 G---PHCER----PLTQEELLRE
H. sap.iens 160 G---PHCER----PLTQEELLRE

* %

36

Em destaque o sitio de fosforilagdo T237 conversado desde leveduras até os seres humanos. Fonte:

(WU et al., 2005; MATSUOKA et al., 2007; BASTOSDEOLIVEIRA et al., 2015)
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7. CONCLUSAO

Considerando a relevancia das fosforilacbes das demais proteinas feitas
pelas quinases da via de resposta ao dano no DNA em condi¢cdo de estresse de
replicacao, neste trabalho avaliamos a sensibilidade de 180 mutantes n&o essenciais
alvos de Mec1/Tel1 e/lou Rad53 e geramos o fosfomutante Vps72-9A para a
validagao dos sitios de fosforilagdo, baseado nos resultados apresentados no item 5 e

discutidos no item 6, temos as seguintes conclusdes:

e Dentre os 180 mutantes ndo essenciais cuja as fosforilacées sédo
dependentes de Mec1/Tell elou Rad53, 48 (aproximadamente 27%)
apresentam funcao relevante para a tolerdncia da célula ao estresse de

replicagao induzido por MMS, HU e/ou CPT;

o Dentre as 48 proteinas que apresentam fungao relevante para a
tolerancia da célula em condicdes de estresse de replicagao induzido por MMS, a
proteina Swc2 (ou Vps72), teve a sua fungdo confirmada através da

construgao independente de um mutante swc?2A,

e« A mutacdo dos sitios de fosforilacdo: T94, S102, T237, S425,
S479, T570, T627 e S784 para alaninas na proteina Vps72 nao conferem

sensibilidade ao fosfomutante ao tratamento com MMS
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Genes analisados na Varredura Primaria

Gene Trabalho de Origem
FUN30 Bastos de Oliveira et al., 2015
OAF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
FLC2 Bastos de Oliveira et al., 2015
NUP60 Bastos de Oliveira et al., 2015
SWH1 Bastos de Oliveira et al., 2015
PPR1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SRL2 Bastos de Oliveira et al., 2015
I0C2 Bastos de Oliveira et al., 2015
SOK2 Bastos de Oliveira et al., 2015
FDO1 Bastos de Oliveira et al., 2015
MLH1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SPT21 Bastos de Oliveira et al., 2015
SGS1 Bastos de Oliveira et al., 2015
PFK2 Bastos de Oliveira et al., 2015
ESC1 Bastos de Oliveira et al., 2015
CLA4 Bastos de Oliveira et al., 2015
TOF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
EXO1 Bastos de Oliveira et al., 2015
VHS3 Bastos de Oliveira et al., 2015
DIA2 Bastos de Oliveira et al., 2015
ISW2 Bastos de Oliveira et al., 2015
TOP1 Bastos de Oliveira et al., 2015
ESCS8 Bastos de Oliveira et al., 2015
GAL11 Bastos de Oliveira et al., 2015
MAM3 Bastos de Oliveira et al., 2015
APL5 Bastos de Oliveira ef al., 2015
PCL8 Bastos de Oliveira et al., 2015
BEM3 Bastos de Oliveira et al., 2015
HOS3 Bastos de Oliveira ef al., 2015
HHO1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
HPC?2 Bastos de Oliveira ef al., 2015
VHC1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
RAD55 Bastos de Oliveira ef al., 2015
VP341 Bastos de Oliveira et al., 2015
GIST Bastos de Oliveira et al., 2015
MSHo6 Bastos de Oliveira et al., 2015
DPB4 Bastos de Oliveira et al., 2015
EAF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
BNAY Bastos de Oliveira et al., 2015
NPL3 Bastos de Oliveira et al., 2015
FRD1 Bastos de Oliveira et al., 2015
IPAT Bastos de Oliveira et al., 2015
OPI1 bastos de Oliveira et al., 2015
NAMS Bastos de Oliveira et al., 2015

RT1T107

bastos de Oliveira et al., 2015
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DCC1 Bastos de Oliveira et al., 2015
MRCA1 Bastos de Oliveira et al., 2015
CIT2 Bastos de Oliveira et al., 2015
SLX4 Bastos de Oliveira et al., 2015
RFX1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SWI6 Bastos de Oliveira et al., 2015
TOS4 Bastos de Oliveira et al., 2015
RSA3 Bastos de Oliveira et al., 2015
MDH1 Bastos de Oliveira et al., 2015
HSL1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RSC1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SLX9 Bastos de Oliveira et al., 2015
MDR1 Bastos de Oliveira et al., 2015
ELG1 Bastos de Oliveira et al., 2015
ULS1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SLK19 Bastos de Oliveira et al., 2015
SWI3 Bastos de Oliveira et al., 2015
NUP2 Bastos de Oliveira et al., 2015
SEC22 Bastos de Oliveira et al., 2015
TALA Bastos de Oliveira et al., 2015
ROM2 Bastos de Oliveira et al., 2015
CDC73 Bastos de Oliveira et al., 2015
NGG1 Bastos de Oliveira et al., 2015
UPC2 Bastos de Oliveira et al., 2015
AHA1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RAD9 Bastos de Oliveira et al., 2015
HTA1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SIR4 Bastos de Oliveira et al., 2015
MDS3 Bastos de Oliveira et al., 2015
MSB2 Bastos de Oliveira ef al., 2015
HAT1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
RAD1 Bastos de Oliveira et al., 2015
DIG1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
CTF4 Bastos de Oliveira ef al., 2015
KAR3 Bastos de Oliveira et al., 2015
PFK1 Bastos de Oliveira et al., 2015
LSC2 Bastos de Oliveira et al., 2015
HTAZ2 Bastos de Oliveira et al., 2015
PSY4 Bastos de Oliveira et al., 2015
UBP13 Bastos de Oliveira et al., 2015
PDR1 Bastos de Oliveira et al., 2015
PIB2 Bastos de Oliveira et al., 2015
RPLC24A Bastos de Oliveira ef al., 2015
DST1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SGF73 Bastos de Oliveira et al., 2015
GCR2 Bastos de Oliveira et al., 2015
BN1Z Bastos de Oliveira et al., 2015
PAMT Bastos de Oliveira et al., 2015
URA1 Bastos de Oliveira et al., 2015
NOP13 Bastos de Oliveira et al., 2015
SSD1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SUwmt Bastos de Ofiveira et af., 2015

VIDZo

bastos de Ulivelra et al., ZUTOo
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YTA7 Bastos de Oliveira et al., 2015
OTU1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RPL2A Bastos de Oliveira et al., 2015
SYG1 Bastos de Oliveira et al., 2015
FYV10 Bastos de Oliveira et al., 2015
RAD50 Bastos de Oliveira et al., 2015
TSL1 Bastos de Oliveira et al., 2015
NUP188 Bastos de Oliveira et al., 2015
PHO84 Bastos de Oliveira et al., 2015
EPO1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SAS2 Bastos de Oliveira et al., 2015
GIDS8 Bastos de Oliveira et al., 2015
SRO7 Bastos de Oliveira et al., 2015
EFM1 Bastos de Oliveira et al., 2015
TGL4 Bastos de Oliveira et al., 2015
BAS1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RSF2 Bastos de Oliveira et al., 2015
RPL6B Bastos de Oliveira et al., 2015
HOT1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RRI1 Bastos de Oliveira et al., 2015
GCS1 Bastos de Oliveira et al., 2015
SSB1 Bastos de Oliveira et al., 2015
MAF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
HCM1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RAD18 Bastos de Oliveira et al., 2015
BBC1 Bastos de Oliveira et al., 2015
LYS14 Bastos de Oliveira et al., 2015
RAD26 Bastos de Oliveira et al., 2015
CBF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
DUN1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
NRM1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
HHF1 Bastos de Oliveira ef al., 2015
NMAT11 Bastos de Oliveira ef al., 2015
HSP26 Bastos de Oliveira ef al., 2015
PHOZ23 Bastos de Oliveira et al., 2015
MLP2 Bastos de Oliveira et al., 2015
RPL1/7B Bastos de Oliveira et al., 2015
RIF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
VPS71 Bastos de Oliveira et al., 2015
SNT1 Bastos de Oliveira et al., 2015
1UP1 Bastos de Oliveira et al., 2015
DALS1 Bastos de Oliveira et al., 2015
HSP12 Bastos de Oliveira et al., 2015
MLP1 bastos de Oliveira et al., 2015
BSCO pastos de Oliverra et al., 2015
EAF3 Bastos de Oliveira et al., 2015
SPT7 Bastos de Oliveira et al., 2015
MMS4 Bastos de Oliveira et al., 2015
[CS2 Bastos de Oliveira et al., 2015
STP4 Bastos de Oiiveira et al., 2015
MBP1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RXT3 Bastos de Oliveira et af, 2015
RPL27B Bastos de Otiveira et al, 2015
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VPS72 Bastos de Oliveira et al., 2015
PLM2 Bastos de Oliveira et al., 2015
GIN4 Bastos de Oliveira et al., 2015
GRX2 Bastos de Oliveira et al., 2015
PMD1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RPL1B Bastos de Oliveira et al., 2015

RAD54 Bastos de Oliveira et al., 2015
LTE1 Bastos de Oliveira et al., 2015
RAD2 Bastos de Oliveira et al., 2015
BDF1 Bastos de Oliveira et al., 2015
FES1 Bastos de Oliveira et al., 2015
CYC8 Bastos de Oliveira et al., 2015
HPR1 Bastos de Oliveira et al., 2015
DAD3 Bastos de Oliveira et al., 2015
DEP1 Bastos de Oliveira et al., 2015
TPS3 Bastos de Oliveira et al., 2015

YOR385 Bastos de Oliveira et al., 2015
ISW1 Zhou et al., 2016

GGA1 Zhou et al., 2016
GGA2 Bastos de Oliveira et al., 2015
LEU3 Zhou et al., 2016
DEF1 Zhou et al., 2016
MRP8 Zhou et al., 2016
VTC3 Zhouetal., 2016

PHOS81 Bastos de Oliveira et al., 2015
RCO1 Zhou et al., 2016
RLF2 Zhou et al., 2016
CRN1 Zhou et al., 2016

REG1

Bastos de Oliveira et al., 2015




