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O fator de inicio de tradugdo S5A (elF5A) é uma proteina altamente conservada de
arquebactérias a mamiferos (Chen e cols,; 1997) e sofre uma modificagdo pos-traducional unica
chamada hipusinacdo. Nesta modificagdo, desoxi-hipusina sintase, codificada pelo gene DYS/ em
Saccharomyces cerevisiae, catalisa a transferéncia do grupo butilamino da poliamina espermidina para
0 g-amino grupo de um residuo de lisina especifico de elF5A. Mutacdo da lisina alvo (K51R) ou
delecdo de DYSI em S. cerevisiae leva a producdo de elF5A ndo hipusinado e ndo permite o
crescimento celular (Schnier e cols., 1991), mostrando que a hipusinacdo ¢ essencial para a fungao in
vivo de elF5A. Apesar da fungdo de elF5SA ainda nédo ter sido esclarecida, este fator ja foi relacionado
a inicio de tradugdo, transporte nucleocitoplasmatico, decaimento de mRNA e proliferacéo celular.

No intuito de compreender o papel de elF5A, foi conduzido um rastreamento de supressores
em alto nimero de coépias usando o alelo sensivel a temperatura tif514-1, o que levou ao isolamento de
quatro genes envolvidos na via de integridade celular WSCI, WSC2, WSC3 e PKC1 (Valentini e cols.,
2002; Zanelli e Valentini, 2005). Foi mostrado recentemente que a enzima Dysl, essencial para a
maturagao funcional de elF5A, ¢é fosforilada tanto in vitro (Kang e Chung, 1999) quanto in vivo (Kang
e Chung, 2002) em residuos de treonina e, principalmente, serina por diferentes isoformas de PKC
(proteina quinase C) de mamifero. As enzimas desoxi-hipusina sintase humana (hDHS) e de levedura
(Dys1) possuem 58% de identidade e, apesar de a enzima de S. cerevisiae possuir oito possiveis sitios
de fosforilagdo por PKC, enquanto que a humana possui apenas trés, todos os sitios apresentados por
hDHS estio conservados na seqiiéncia de Dys1. Desta forma, estudos estdo sendo realizados no intuito
de revelar se Pkcl pode influenciar a atividade de Dysl in vivo e como esta interacdo interfere com a
fungdo de eIF5A em S. cerevisiae. Em trabalho anterior, foi apresentado o mutante dys!”''*, que era
capaz de complementar a linhagem dys/::HIS3 apenas na presenga de sorbitol 1M. Foi demonstrado
que dys1™" ¢ instavel e o sequenciamento deste alelo revelou duas mutagdes adicionais (W75R e
A147T), naturalmente presentes em uma linhagem selvagem de DYS/ de W30O3. Mutacdes sitio-
dirigidas foram novamente realizadas para modificar possiveis sitios de fosforilagdo por PKC em Dysi
e um novo mutante de dysI”"* foi obtido, bem como os mutantes dysI*'** e dys1"*%**, usando outro
molde selvagem de DYS/. Para que fosse possivel verificar a estabilidade das proteinas dos mutantes
de Dysl, a linhagem dys!::HIS3 contendo cada mutante separadamente e o alelo selvagem foram
crescidas a 25°C até a fase log. Em seguida, as amostras protéicas, provenientes da lise celular foram
separadas em gel de poliacrilamida 10% na presenga de SDS (SDS-PAGE) e Dysl foi detectada com
anticorpo policlonal anti-Dysl por ensaio de “western blot” (Figura 1A). O mesmo ensaio foi
realizado para verificar a estabilidade do alelo dys1V>R/TH8ATATT (Bigyra 1B)

Notavelmente, os experimentos revelaram que nenhum desses mutantes sdo invidveis e o
ensaio de “western blot” mostra que as proteinas codificadas por estes trés alelos sdo estaveis,
diferente do que foi observado pelo mutante triplo dys1™*®/ T84/ AT Boyeramos com este estudo
compreender melhor a correlagdo funcional entre eIFSA e Pkcl, e o papel de Dys1 nesta interagao.
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FIGURAL1 - Estabilidade das proteinas mutantes Dys1. (A) linhagem dysi::HIS3 contendo cada
mutante separadamente (dys!”'"**, dys1*'°" ou dys17***) ou o alelo selvagem foi crescida a 25°C até a
fase log. As células foram lisadas e 10ug da proteina total foram submetidas ao ensaio por western
blot utilizando o anticorpo anti-Dys1.(B) Os mesmos procedimentos foram realizados com o alelo
dys "R/ THSATAITT A proteina ndo relacionada Publ foi utilizada como controle de carregamento.
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