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RESUMO

Os tripanossomatideos sdo caracterizados por processos moleculares atipicos como o controle
poOs-transcricional da expressdao génica, através da degradacio de mRNA e controle da
traducdo. Na maioria dos eucariotos, a iniciagdo da traducdo comeca com a ligacdo do
complexo elF4F (composto pelas subunidades elF4A, eIF4E e elF4G) ao cap monometilado
presente na regido 5° dos mRNAs, permitindo seu reconhecimento pelo ribossomo e outros
elFs participantes. A atividade do elF4F ¢ reforcada pela proteina de ligagdo a cauda poli-A
(PABP), que atua através de uma interagdo direta com o elF4G. Varios homologos as
subunidades do elF4F e PABP foram previamente identificados nos tripanossomatideos,
como cinco homodlogos do eIF4G (EIF4G1-5) e multiplos homodlogos das demais
subunidades (EIF4E1-4, EIF4AlI e II1 e PABP1-2) e suas fungdes vem sendo investigadas em
Leishmania major e Trypanosoma brucei. Como parte deste estudo, nés demonstramos que
tanto o LMEIF4G3 como o LMEIF4G4 interagem com o LMEIF4AI embora mutagdes nos
aminodcidos LNK destas proteinas abolam suas interacdes com o LmEIF4AI. As proteinas
LmEIF4G3 e LMEIF4G4 também se ligam respectivamente aos homologos LMEIF4E4 e
LmEIF4E3 ¢ diferentes aminoacidos foram associados a estas interagoes. A substituicao dos
residuos FSL no LmEIF4G3 abole sua interacio com o LMEIF4E4 e a mutagénese dos
residuos IL no LMEIF4G4 abole sua ligagdo ao LMEIF4E3. Adicionalmente, nds
demonstramos que as proteinas LMEIF4G3 e LMEIF4G4 ligam-se a LmMPABP1 e nos também
sugerimos fungdes distintas para o TOEIF4AI ¢ ThEIF4AIIl em ambas as formas prociclica e
sanguinea de T. brucei. Em sintese, nossos resultados indicam uma maior complexidade na
iniciacdo da traducdo nos tripanossomatideos e provavelmente a mesma ¢ regulada por pelo
menos dois diferentes complexos elF4F.

Palavras chave: Tripanossomatideos, e[F4F, Iniciacao da tradugao.



ABSTRACT

The trypanosomatids are characterized for unusual molecular process as pos-transcriptional
control of gene expression, through mRNA degradation and translation control. In the
majority of the eukaryotes, translation initiation starts with the binding of the translation
initiation complex eIF4F (formed by the subunits elF4A, elF4E and elF4G) to the
monomethylated cap present on the 5’end of the mRNAs allowing it’s recognition by the
ribosome and others elFs participants. The elF4F activity is enhanced by the poly(A) binding
protein (PABP), which acts through a direct interaction with eIF4G. Several homologues to
the elF4F subunits and PABP have been previously identified in trypanosomatids, as five
homologues of e[F4G (EIF4G1-5) and multiple homologues to the others subunits (EIF4E1-4,
EIF4AI-III and PABP1-2) and their functions have been investigated in Leishmania major
and Trypanosoma brucei. As a part of this work, we showed that both LmEIF4G3 and
LmEIF4G4 interact with LmEIF4AI, however mutations in LNK residues of these proteins
abolish their interactions with LmEIF4AI. The LmEIF4G3 and LMEIF4G4 also respectively
bind to LmEIF4E4 and LmEIF4E3 homologues and different residues were associated to these
interactions. Substitution of FSL residues in LMEIF4G3 abrogates your interaction with the
LmEIF4E4 and IL residues mutagenesis in LMEIF4G4 abolishes it’s interaction to the
LmEIF4E3. Additionally, we showed that LMEIF4G3 and LmEIF4G4 binding to LmMPABPI
and we also suggest distinct functions for TDEIF4Al and ThEIF4AIIl in both procyclic and
bloodstream forms of T. brucei. To sum up, our findings indicate the major complexity of
translation initiation in trypanosomatids and probably it is regulated by at least two different
elF4F complexes.

Keywords: Trypanosomatids, eIF4F, translation initiation.
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1. INTRODUCAO

A familia Trypanosomatidae, da Ordem Kinetoplastida, inclui as espécies de
protozodrios flagelados de importancia médico-veterindria encontradas nos géneros
Leishmania e Trypanosoma. Estes parasitas causam as doengas conhecidas como
Leishmanioses e as Tripanossomiases que afetam milhdes de pessoas em vdrias regides do
mundo. As espécies mais estudadas de tripanossomatideos do ponto de vista molecular sao
Leishmania major, o Trypanosoma cruzi ¢ o Trypanosoma brucei.

Os tripanossomatideos sdo eucariotos que apresentam caracteristicas celulares e
moleculares distintas em relagdo a outros eucariotos, por terem divergido precocemente da
linhagem evolutiva que deu origem aos demais. Entre estas, destacam-se a conservacdo e
sintenia dos genes, a transcri¢do policistronica, o processamento em trans dos pré-mRNAs
(trans-splicing) e o controle da expressdo génica pos-transcricional através da regulagdo da
meia vida e tradu¢do de mRNAs. Embora a tradug@o constitua um dos principais processos
biologicos dos seres vivos pouco se sabe a seu respeito nos tripanossomatideos.

A tradugdo ¢ o processo pelo qual a informacdo contida na molécula de RNA ¢
utilizada para a sintese de proteinas. Este evento pode ser dividido em Iniciag¢do, Elongagao e
Terminagdo. A iniciagdo da traducdo ¢ a etapa mais complexa e o principal alvo de
mecanismos de regulacdo. Ela tem inicio com a formag¢dao do complexo elF4F constituido
pelas subunidades eIF4E (proteina que se liga ao cap dos mRNAs na sua extremidade 5°),
elF4A (RNA helicase) e elF4G (proteina mantenedora do complexo). Adicionalmente, a
proteina elF4G interage diretamente com a proteina de ligagdo a cauda Poli-A (PABP)
presente na extremidade 3’ dos mRNAs, o que permite verificar a integridade destes antes de
sua tradugdo. O elF4G ainda atua diretamente facilitando o reconhecimento dos mRNAs pelo
ribossomo. Homologos das subunidades do elF4F e PABP foram identificados em

tripanossomatideos, entre eles cinco homoélogos do elF4G (EIF4G1-5) e multiplos homologos
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das demais proteinas (EIF4E1-4, EIF4AI e III e PABPI-2) e suas fungdes vém sendo
investigadas em Leishmania major e Trypanosoma brucei.

Este trabalho estudou de forma detalhada a interagdo dos diferentes homologos de
elF4G de L. major com homoélogos das demais subunidades do elF4F, ¢ também da PABP,
encontrados nesses organismos. Para este proposito foram realizados ensaios de interagdo
proteina-proteina do tipo pull-down, e uma vez identificada as intera¢des, os dominios foram
mapeados e aminoacidos chaves identificados a partir de ensaios de mutagénese sitio-dirigida.
Adicionalmente, algumas das interagdes obtidas em L.major foram confirmadas em T.brucei e
resultados complementares auxiliaram no estabelecimento de diferentes funcdes para os
ortdlogos do elF4A em T. brucei. Os resultados alcangados constituem uma contribuigdo
significativa a compreensao do modo de atuagdo das subunidades do complexo elF4F na
iniciacdo da tradugdo em tripanossomatideos.

Parte dos resultados obtidos durante esse trabalho ja foram incluidos em um artigo
publicado na revista Nucleic Acids Research e os demais devem fazer parte de trés novas
publicagdes, em diferentes estidgios de redacdo, mas cuja submissdo devera ocorrer nos

proximos meses.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Tripanossomatideos

Os kinetoplastideos sdo um grupo de protozoarios flagelados que se distinguem pela
presenga de uma regido rica em DNA chamada kinetoplasto, presente em sua grande e unica
mitocondria (Stuart et al., 2008). A ordem kinetoplastida compreende desde protozoarios de
vida livre a patégenos de invertebrados, vertebrados e plantas (Simpson et al., 2006). Nesta
ordem se destacam os tripanossomatideos formados por nove géneros de parasitas
obrigatorios, com destaque para os géneros Trypanosoma e Leishmania (Simpson et al.,
2006). Estes protozodrios apresentam uma organizagdo gendmica, estruturas celulares e
processos biologicos semelhantes, contudo se destacam por apresentarem mudancas
morfoldgicas significantes durante seu ciclo de vida, visto que habitam dois diferentes nichos
biologicos, sendo transmitidos aos humanos por diferentes insetos vetores (Stuart et al.,
2008). As principais doengas humanas causadas por estes protozodrios sdo as
tripanossomiases, doenca de Chagas e doenga do Sono, e as diversas formas de Leishmaniose
sendo causados respectivamente pelo Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e varias

espécies do género Leishmania (Stuart et al., 2008).
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2.1.1 - Género Trypanosoma e as Tripanossomiases

Do ponto de vista médico, o género Trypanosoma pode ser representado pelas
espécies T. brucei e T. cruzi, responsaveis respectivamente por duas parasitoses de grande
impacto para saide humana: a Doenga do sono (Tripanossomiase Africana) e a Doenga de
Chagas (Tripanossomiase americana). A Doenga do sono é encontrada em 36 paises da Africa
Subsaariana, apresentando-se sob duas formas: no Leste da regido a subespécie T. brucei
rhodensiense causa a forma aguda da doenga e a Oeste o T. brucei gambiense causa a forma
cronica da doenga (Kennedy, 2008). A Tripanossomiase Africana ¢ fatal se ndo for tratada. O
primeiro estagio da doenga (hemolinfatico) é acompanhado de sintomas nao especificos como
febre, dor de cabega, perda de peso, fraqueza entre outros. O segundo estagio (encefalico) ¢
acompanhado por severos sintomas neurologicos incluindo disturbios mentais ¢ do sono
(Kennedy, 2008). Cerca de 60 milhdes de pessoas vivem em areas de transmissdo, com uma
prevaléncia de 300 a 500 mil novos casos e taxa de mortalidade estimada em 30.000 mortes
anualmente (Stuart et al., 2008). O ciclo de infecg@o tem inicio quando as moscas Tsé-Tsé
(género Glossina — 20 diferentes espécies), ao se alimentarem do hospedeiro humano ou
animal parasitado, adquirem as formas tripomastigotas sangiiineas. No trato digestivo do
inseto as formas tripomastigotas se transformam em tripomastigotas prociclicas, se dividem
por divisdo bindria e depois se diferenciam em epimastigotas. Estas tltimas migram para as
glandulas salivares, onde se multiplicam assexuadamente e em seguida se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas que sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado durante um novo
repasto sanguineo. No hospedeiro definitivo, ocorre a transformagdo das formas
tripomastigotas metaciclicas para as formas tripomastigotas sanguineas, que se multiplicam
assexuadamente em varios fluidos corpéreos como o sangue, a linfa e o fluido cérebro-
espinhal. Estas formas ao serem adquiridas novamente pelo inseto recomeg¢am um novo ciclo

de infeccao (Figura 1) (Barrett et al., 2003; Stuart et al., 2008).
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Figura 1. Ciclo de transmisséo do Trypanosoma brucei. Parasitas no estagio de
tripomastigotas metaciclicos, liberados pela mosca Tse-Tse durante seu repasto sanguineo,
entram em contato com o hospedeiro vertebrado se diferenciando na forma tripomastigota
sanguinea. As formas tripomastigotas sangiiineas podem ser ingeridas pelos insetos vetores,
onde se diferenciam nas formas prociclicas. No interior do hospedeiro intermediario as formas
prociclicas migram para as glandulas salivares onde se diferenciam novamente em

tripomastigotas metaciclicos, fechando o ciclo de transmissao (http://www.who.int/tdr).

O T. cruzi ¢ o agente etiologico da doenga Chagas, que afeta 18 paises (distribuidos
pela América do Sul, América Central e México), sendo responsavel por uma prevaléncia de
infeccdo de aproximadamente 11 milhdes de pessoas, com uma média de 700 mil novos casos
e 14000 mortes anuais (Stuart et al., 2008). A doenga de Chagas de acordo com as
manifestagdes clinicas pode ser classificada em duas fases: A fase aguda e a fase cronica. Na
fase aguda da Doenca de Chagas muitas pessoas desconhecem que estdo infectadas pelo T.
cruzi e desenvolvem sintomas benignos e inespecificos da patologia como febre e inflamagéo

nos linfonodos e, ocasionalmente, rea¢do inflamatdria no sitio da picada ou inchago no olho.
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Apds anos ou décadas, aproximadamente 30% dos pacientes desenvolvem a fase cronica da
doenca que se manifesta principalmente por complicagdes cardiacas e/ou gastrointestinais e,
devido ao severo grau de debilitacdo que a patologia conduz, pode levar nos casos nao
tratados a morte (Tarleton et al., 2007; Stuart et al., 2008). Estes parasitas sdo transmitidos ao
homem principalmente por insetos vetores, hemipteros da subfamilia Triatominae
(vulgarmente conhecidos como barbeiros), que durante seu repasto sanguineo liberam
parasitas (tripomastigotas metaciclicos) em suas fezes que penetram no local da picada. Uma
vez em contato com a corrente sanguinea, os tripomastigotas metaciclicos invadem varios
tipos celulares incluindo os macrofagos e se diferenciam na forma amastigota replicativa. Em
seguida, as células hospedeiras sao lisadas liberando os amastigotas, que podem tanto invadir
novas células como se diferenciar novamente na forma tripomastigota e permanecer no fluido
sanguineo (extracelular). Durante o repasto sanguineo, as tripomastigotas sdo ingeridas pelo
inseto vetor e, no interior de seu trato digestivo, se diferenciam nas formas epimastigotas que
se replicam assexuadamente e se diferenciam nas formas tripomastigotas metaciclicas
fechando o ciclo de transmissdo (Figura 2) (Barrett et al., 2003; Stuart et al., 2008).
Alternativamente, o T. cruzi pode ser transmitido por transfusdo sanguinea, transplante de
orgdos, transmissao vertical e pela ingestdo de comida ou bebida contaminada (Stuart et al.,

2008).
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Figura 2. Ciclo de transmisséo do Trypanosoma cruzi. Parasitas tripomastigotas
metaciclicos, liberados nas fezes de vetores da familia Triatominae, entram em contato com a
corrente sanguinea do hospedeiro pelo local da picada, invadindo varios tipos celulares, onde
se diferenciam na forma amastigota. Apds replicacdes sucessivas, as células sdo lisadas
liberando estas formas na corrente sanguinea. As amastigotas tanto podem invadir células nao
infectadas como se diferenciar em formas tripomastigotas. Os tripomastigotas podem ser
ingeridos pelos insetos vetores, onde se diferenciam na forma epimastigota. No interior do
vetor os epimastigotas se replicam no intestino, e em seguida migram para o reto, onde se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, fechando o ciclo de transmissao

(http://www.who.int/tdr).

2.1.2 - Género Leishmania e as Leishmanioses

O género Leishmania ¢é representado por mais de 20 espécies que sdo transmitidas ao
homem pela picada de aproximadamente 30 espécies de vetores, insetos dipteros da
subfamilia Phlebotominae (Chappuis et al., 2007). Estes protozoarios sdo os agentes

etiolégicos das doengas conhecidas como Leishmanioses, um grave problema de satde
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publica. De maneira geral, as Leishmanioses podem ser divididas em dois grandes grupos de
doencas: Leishmaniose Cutanea (LC) e Leishmaniose Visceral (LV). A LC representa a
maioria dos casos de Leishmaniose registrados, geralmente ndo ¢é fatal, se limita a pele e pode
evoluir para cura espontinea. Esta é a forma da doenga causada pela L. major.
Concomitantemente com a LC pode se estabelecer uma forma mais severa de Leishmaniose
que atinge também as mucosas, sendo denominada assim de Leishmaniose Mucosa Cutanea
(LMC). A LMC ¢ caracterizada por lesdes ndo cicatrizantes que podem deformar os
individuos infectados, é potencialmente fatal, e tem como principal agente etiologico a L.
braziliensis (Reithinger et al., 2007). A LV é uma doenga sistémica cronica caracterizada por
febre, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pancitopenia, astenia, fraqueza e, se ndo for
tratada, leva a morte dos individuos parasitados (Reithinger et al., 2007). Um dos principais
agentes etiologicos da LV ¢ a Leishmania infantum. A incidéncia anual das Leishmanioses ¢
de 1.5 a 2 milhdes de casos, sendo registradas acima de 51.000 mortes por ano. Cerca de 350
milhdes de pessoas vivem em éreas de risco, com uma prevaléncia estimada de infec¢do em
torno de 12 milhdes de casos (Reithinger et al., 2007; Reithinger, 2008). As Leishmanioses
sdo encontradas em 88 paises (WHO, 2008), sendo 90% dos casos de LC notificados no
Afeganistdo, Algéria, Ira, Peru, Ardbia Saudita, Siria e Brasil e 90% dos casos de LV estao
distribuidos em Bangladesh, India, Nepal, Sudao e Brasil. Estes protozoarios sao transmitidos
ao homem por fémeas de insetos dipteros hematdfagos do género Phlebotomus no velho
mundo, e pelo género Lutzomyia no novo mundo (Santos et al., 2008).

O ciclo bioldgico da Leishmania tem inicio quando mosquitos infectados picam o
hospedeiro vertebrado e regurgitam formas promastigotas do parasito no interior da sua pele.
Estes sdo internalizados por macrofagos onde, dentro dos fagolisossomos, se transformam na
forma amastigota. Apds sucessivos ciclos de replicagdo por divisdo bindria, eventualmente os
amastigotas podem lisar as células do hospedeiro e infectar outros macrofagos do mesmo

tecido ou de tecidos diferentes. Durante o repasto sangiiineo, mosquitos ndo contaminados
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tornam-se infectados ao adquirirem os amastigotas livres ou no interior dos macrofagos.
Estes, por sua vez, se transformam em promastigotas no intestino do inseto vetor e, apos
divisdes celulares e diferenciagdo, promastigotas infectantes migram para probdscide
completando o ciclo (Figura 3). Além do homem, outros mamiferos constituem reservatorios
para diferentes espécies de Leishmania sp, tendo um papel importante na epidemiologia da

doenga.

Figura 3: Ciclo de transmissdo da Leishmania sp. Promastigotas, regurgitados por vetores
dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia, entram em contato com a corrente sanguinea humana
e invadem macro6fagos, onde se diferenciam na forma amastigota. Apos sucessivas replicagcdes
das formas amastigotas, os macrofagos sdo lisados liberando-as e estas podem invadir novos
macrofagos ou serem ingeridas por insetos vetores, onde se diferenciam em promastigotas,

fechando o ciclo de transmissao (http://www.who.int/tdr).
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2.2 - Biologia Molecular dos tripanossomatideos

2.2.1 - Organizacdo gendmica dos tripanossomatideos

A publicacdo dos trés genomas dos tripanossomatideos Trypanosoma. brucei,
Trypanosoma cruzi e Leishmania major (Tritryps) foi um avango cientifico de extrema
relevancia por impulsionar pesquisas que permitam a compreensdo da biologia destes
protozoarios, as relagdes vetor — parasita — hospedeiro, assim como o estudo de novos
quimioterapicos e desenvolvimento de testes diagnosticos e vacinas para as doengas causadas
pelos mesmos (Kissinger, 2006). Acredita-se que os tripanossomatideos tenham divergido a
partir de um ancestral comum hé cerca de 200 a 500 milhdes de anos, ¢ apesar deste fato,
estas espécies apresentam elevada sintenia (conservagdo da ordem dos seus genes), assim
como um grande nimero de genes em comum (Ginger, 2005; El-Sayed et al., 2005a;
Kissinger, 2006). O genoma dos Tritryps contém entre 25 e 55 megabases, distribuidos de 11
a 36 cromossomos dipldides. Respectivamente os genomas de T. brucei, T. cruzi e L. major
contém 8100, 12000 e 8300 genes que codificam para proteinas. Destes 6158 sdo comuns
para as trés espécies (Tabela 1) e estdo organizando em agrupamentos de genes sinténicos,
que fornecem as unidades para transcri¢do policistronica de dezenas de genes nao
relacionados (Ginger, 2005; El-Sayed et al., 2005a). A identidade de aminoacidos entre
proteinas das trés espécies tem uma média de 57% entre T. brucei e T. cruzi, e de 44% entre
L. major e as duas espécies de Trypanosoma, refletindo suas relagdes filogenéticas (El-Sayed
et al., 2005a), entretanto dos 1617 dominios de proteina encontrados, apenas 5% sdo
exclusivos de cada espécie. Elementos moveis de DNA, RNAs estruturais e muitos genes
espécie-especificos sdo encontrados nas regides de quebra de sintenia (Kissinger, 2006).

Apesar das grandes semelhancas existentes, hd substanciais diferencas que provavelmente
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refletem adaptacdes espécie-especificas a diferentes modos de sobrevivéncia de cada
organismo de acordo com os nichos que eles exploram (Ivens et al., 2005; El-Sayed et al.,
2005a). Em T. cruzi, estima-se que 50% do genoma seja constituido por seqiiéncias repetitivas
representadas por retrotransposons, seqiiéncias teloméricas ¢ familias génicas de proteinas de
superficie. As maiores familias gé€nicas sdo as proteinas de superficie associadas a mucina
(MASP), trans-sialidases, mucinas ¢ a familia da glicoprotease 63, as quais sdo geralmente
especificas de T. cruzi e constituem cerca de 18% dos genes codificadores de proteinas (EI-
Sayed et al., 2005b), o que poderia justificar seu conteudo génico relativamente maior em

relagdo a T. brucei e L. major.

Tabela 1. Organizacdo genémica dos trés principais tripanossomatideos. (Adaptado de
Ginger, 2005).*Incluindo pseudogenes. ** Podem variar em outras espécies de Leishmania,

de 34 a 36, devido a fusdGes cromossOomicas.

N°de pares  Tamanho do N°de genes N°de genes Ne de

de genoma (Haploide)  especificos da  genes em

cromossomos Hapldoide (Mpb) espécie comum
Trypanosoma brucei 11 25 9068* 1392 6158
Trypanosoma cruzi ~28 55 ~12000 3736 6158
Leishmania major 36** 35 8311* 910 6158

2.2.1.1 - Analise comparativa dos genomas de diferentes espécies de Leishmania

Os genomas das espécies Leishmania major, Leishmania braziliensis e Leishmania
infantum, respectivos agentes etiologicos das LC, LMC e LV, ja estdo disponiveis em bancos
publicos de dados (Peacock et al., 2007). Estima-se que a divergéncia entre as espécies do
género Leishmania tenha ocorrido de 15 a 20 milhdes de anos atras (Lukes et al., 2007), e
apesar da distancia evolutiva estas espécies apresentam uma alta conservacao da arquitetura

gendmica e do repertorio génico (Smith et al., 2007). Os trés genomas tém em média 33 Mpb
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distribuidos em 36 cromossomos para L. major e L. infantum e 35 cromossomos para L.
braziliensis e a sintenia dos blocos génicos entre as espécies ¢ de 99%. De um total de
aproximadamente 8.300 genes, apenas 200 s3o diferencialmente distribuidos entre as trés
espécies. A L. braziliensis, a mais divergente, possui 47 genes ausentes nas outras espécies,
enquanto L. infantum tem 27 genes especificos e L. major apenas 5 genes (Peacock et al.,
2007). Assim poucos genes podem estar relacionados com as diferentes patologias
desenvolvidas, e ao tropismo especifico para determinados tecidos. O nivel de conservagao
dos aminoacidos nas diferentes proteinas ¢ de 92% entre L. major e L. infantum e de 77%
quando se compara L. braziliensis com as demais (Peacock et al., 2007). O genoma de
Leishmania é assim altamente estavel e ndo tem sofrido grandes mudangas durante a
evolugdo, como demonstrado para L. major e L. infantum, principalmente devido a perda de
elementos méveis (Smith et al., 2007). Contudo, L. braziliensis, a mais divergente espécie de

Leishmania seqiienciada, apresenta elementos transponiveis tnicos (Smith et al., 2007).

2.2.2 — RNA polimerases, promotores e transcricéo policistronica.

Nos tripanossomatideos, além da RNAP mitocondrial que ¢ envolvida na transcri¢ao
de seus maxicirculos de KDNA, sdo encontradas, como em outros eucariotos, trés distintas
RNA polimerases (RNAPI, II e III). A RNAP I transcreve os genes que codificam para RNAs
ribossomicos (rRNA) e em T. brucei, promove ainda a transcri¢do de genes que codificam
antigenos de superficie estdgio especificos (VSG e PARP). A RNAP II transcreve genes
codificantes de proteinas, além de pequenos RNAs nucleares (snRNAs) que funcionam no
processamento dos pré-mRNAs em mRNAs maduros. J& a RNAP III transcreve algumas
classes de pequenos RNAs, entre eles tRNAs, rRNA 5S e também snRNAs (Campbell et al.,
2003; Das et al., 2008). Alguns homologos de subunidades das trés RNAs polimerases estdo

ausentes nos tripanossomatideos e diferengas importantes sdo observadas nas subunidades
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presentes (Ivens et al., 2005), possivelmente refletindo o modo como elas desempenham suas
funcdes. De maneira geral, ha uma escassez de homdlogos aos fatores de transcrigdo nos
genomas dos tripanossomatideos. Embora a proteina de ligacdo ao motivo TATA (TATA-
Box), importante fator de transcricdo presente em diversos organismos, ¢ preservada nos
tripanossomatideos e tem papel essencial para o funcionamento de suas polimerases (Ruan et
al., 2004).

Muito pouco ¢ conhecido sobre o mecanismo da iniciacdo da transcri¢do dos genes
codificadores de proteinas nos tripanossomatideos, e poucos promotores tém sido
funcionalmente caracterizados (Clayton, 2002). Seus genes em geral ndo possuem introns,
exceto em apenas quatro exemplos (Ivens et al., 2005), sendo separados um dos outros por
regides intergénicas e reunidos em grupos de genes contiguos que seguem uma mesma
orientacdo numa mesma fita do DNA. Estes grupos podem conter dezenas de genes que
codificam proteinas ndo-relacionadas, do ponto de vista funcional (Figura 4) (El-Sayed et al.,
2005a). A transcrigdo desses grupos de genes ¢ realizada de forma continua em eventos
unicos de transcri¢ao pela RNAP II, gerando RNAs mensageiros precursores policistronicos
(transcri¢do policistronica) (Palenchar e Bellofatto, 2006). Grupos de genes vizinhos, em um
mesmo cromossomo, muitas vezes sao codificados por fitas distintas da dupla hélice de DNA

e estdo posicionados em orientagdo oposta.
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Figura 4. Transcrigdo policistronica nos tripanossomatideos. Blocos génicos ndo-
relacionados estdo agrupados em fitas distintas do DNA e sdo bidirecionalmente transcritos
pela acdo da RNAP II, a partir de regides de troca de fitas (Adaptado de Haile e
Papadopoulou, 2007).
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Apesar de poucos promotores terem sido caracterizados nos tripanossomatideos,
alguns promotores para RNAP I e para RNAP III vem sendo identificados (Clayton, 2002;
Campbell et al., 2003). Apenas o promotor do gene Spliced Leader foi descrito para RNAPII.
Em situacdes onde dois grupos de genes estdo posicionados lado a lado em um mesmo
cromossomo em orientacdes opostas nas duas fitas do DNA, evidéncias experimentais
sugerem que a transcri¢ao policistronica se inicie bidirecionalmente em sentidos opostos, na
regido entre os grupos denominada de troca de fitas (strand-switch — Martinez-Calvillo et al.,
2004; Ivens et al., 2005). A finaliza¢do da transcri¢do se daria ao final dos grupos onde se co-
localizam genes para tRNA, rRNA e ou snRNA (Ivens et al., 2005). Acredita-se assim que a
RNAP II transcreva os genes constitutivamente em niveis equivalentes (Campbell et al.,
2003) e que qualquer controle da expressdo destes genes ocorra apenas apoOs sua transcri¢ao

(Clayton, 2002; Ivens et al., 2005).

2.2.3 - Regulacdo da expressdo génica nos tripanossomatideos

A transcricdo em unidades policistronicas dos tripanossomatideos, onde um unico
promotor serve a varios genes, tem como conseqiiéncia a sintese de mRNAs nao associados
funcionalmente em niveis equivalentes. A auséncia de regulacdo pela atividade individual do
promotor, associada a niveis diferenciais de expressao génica, indica que nos
tripanossomatideos a regulacao desta expressdo é principalmente pos-transcricional (Stiles et
al., 1999; Campbell et al., 2000). Entre os diversos mecanismos que podem estar sujeitos ao
controle pds-transcricional, nos tripanossomatideos, se destacam o processamento dos pré-
mRNAs ainda no nticleo (processamento em trans, ou trans-splicing, e poliadenilagdo), o
controle da estabilidade de mRNAs maduros no citoplasma e o controle da sua tradugdo

(Clayton e Shapira, 2007).
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2.2.3.1 — Processamento em trans e poliadenilacdo dos mRNAs

Nos eucariotos em geral, os genes sao formados por seqiiéncias codificantes para
proteina (éxons) e por seqiiéncias ndo codificantes (introns). Normalmente, uma RNAP 1II se
liga a seqliéncia promotora, que antecede o gene, e inicia o processo de transcricdo. Ao
transcrito primario ¢ adicionado, na sua extremidade 5> o nucleotideo cap (m'GTP ou 7-
metilguanosina) e na sua extremidade 3’ uma cauda de poli-adenosina (poli-A), durante o
processo de transcri¢do. Os transcritos primarios sdo processados por um complexo
enzimatico formado por pequenos RNAs ¢ proteinas (spliceossomo) em um processamento
em Cis (cis-splicing), onde os introns sao retirados e os éxons unidos para obten¢ao dos RNAs
mensageiros maduros que serdo utilizados na traducao (Moore e Proudfoot, 2009).

A maturagdo de mRNAs individuais a partir do transcrito policistronico, nos
tripanossomatideos, necessita da ocorréncia de dois mecanismos acoplados de processamento
de RNA (LeBowitz et al., 1993): o processamento em trans (trans-splicing) e a
poliadenilacdo. Ambas as reagdes sdo dirigidas por seqiiéncias comuns ricas em
polipirimidinas, presentes nas regides intergénicas (Benz et al., 2005). O processamento em
trans é o processo onde uma seqiiéncia de 39 a 41 nucleotideos (seqiiéncia spliced leader, SL,
ou mini-éxon), proveniente da clivagem do RNA SL precursor, ¢ adicionada a extremidade 5’
de todos os mRNAs dos tripanossomatideos (Liang et al., 2003). A seqiiéncia SL é comum a
todos os mRNAs de um mesmo organismo, porém pode ter pequenas variagdes entre espécies
de tripanossomatideos. O mecanismo de processamento em trans se da através de reacdes de
trans-esterificacdo, onde o sitio GU doador presente no RNA SL precursor fusiona-se a uma
regido proxima ao sitio AG aceptor do mRNA policistronico, denominada de ponto de
ramificacdo (normalmente uma adenosina), formando uma estrutura intermediaria em forma
de Y. Esse sinal é reconhecido pelo complexo de processamento (Spliceossomo) encontrado

nestes protozoarios, sendo as estruturas intermedidrias removidas e a seqiiéncia SL fusionada
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a extremidade 5’ de cada mRNA. O sinal aceptor para o processamento no pré-mRNA
propriamente ¢ o dinucleotideo AG quando localizado imediatamente apds uma regido rica
em pirimidinas (Figura 5) (Liang et al., 2003). O processo de trans-splicing também serve
para adicionar o cap caracteristico de tripanossomatideos, presente na extremidade 5’ da SL,
denominado de cap4. Além do radical 7-metilguanosina, o cap4 ¢ formado ainda pelos quatro
nucleotideos da SL (AACU) também modificados por metilagdo nas suas riboses e em

algumas de suas bases nitrogenadas (Bangs et al., 1992).
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Figura 5. Representacdo esquematica do trans-splicing. Demonstrando os sitios aceptores
de splicing da SL (GU) e do mRNA (AG), ponto de bifurcacdo (BP) seguida da regido rica
em pirimidinas (Py). Ao final do processo a por¢do 5° do mRNA recebe a SL, caracterizando

o mRNA maduro (Liang et al., 2003).

31



Nos mamiferos, os pré-mRNAs possuem um sinal tipico para poliadenilagdo como a
seqiiéncia AAUAAA. O complexo de proteinas necessarias para as etapas de clivagem sdo os
fatores especificos de clivagem e poliadenilagdo (CPSF), o fator estimulador de clivagem
(CstF), os fatores de clivagem Im e IIm (CFIm e CFIIm) e a RNAP II. A poli-A polimerase
(PAP), PABP (Proteina de ligagdo a cauda poli-A) e a FIP1 (proteina de ligagdao a PAP) estao
envolvidas na reagdo de poliadenilacdo. A proteina FIP1 tem um papel fundamental em
controlar a atividade da sintese da cauda poli-A, através de multiplas interacdes dentro do
complexo de poliadenilagdo com as proteinas PAP e CPSF30. Nos tripanossomatideos
nenhuma seqiiéncia tipica de poliadenilagdo foi encontrada, sendo este processo sinalizado
pela regido rica em pirimidinas, previamente citada, localizada entre dois éxons adjacentes.
Dessa forma, esta regido serve tanto de sinal para a poliadenilagdo do éxon anterior, como
para a adicdo da seqiiéncia SL no éxon posterior (Figura 6). Entretanto foram encontrados
homologos funcionais para a CPSF30, PAP, PABP ¢ FIP1 nos Tritryps (Mair et al., 2000;
Bates et al., 2000; Hendriks et al., 2003; Ivens et al., 2005; Bercovich et al., 2009a),
indicando que apesar do processo de poliadenilacdo dos tripanossomatideos apresentar-se
peculiar, algumas semelhangas aos outros eucariotos, como mamiferos e leveduras,
provavelmente sdo funcionalmente conservadas. Os demais membros do complexo CPSF
foram encontrados nos TryTrips, entretanto apenas um homologo para uma das subunidades
do CstF, a subunidade CstF50, foi encontrada (Ivens et al., 2005; Benz et al., 2005). Nos
mamiferos, CstF50 interage com o dominio C-terminal da RNAP II e promove uma conexao
entre a poliadenilagdo e a transcricdo. A auséncia do dominio C-terminal da RNAP II dos
tripanossomatideos, pode ser refletido pela ocorréncia da transcricdo policistronica e

resultante desacoplamento da transcrigdo e poliadenilagdo (Ivens et al., 2005).
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Figura 6. Processamento de mRNAS nos tripanossomatideos. O trato de polipirimidinas
(Py) serve com sinal de trans-splicing para o mRNA contendo a ORF2, e de sinal de

poliadenilacdo para o mRNA contendo a ORF1 (Benz et al., 2005).

2.2.3.2 — Mecanismos de degradacdo de mRNAs e seu controle nos tripanossomatideos

Em mamiferos e leveduras, a degradacdo de mRNAs ¢ iniciada com o mecanismo de
desadenilacdo, onde enzimas conhecidas como desadenilases promovem a redugdo e/ou
eliminagdo da cauda poli-A. Em seguida, o mRNA pode ser degradado por duas vias. Na
primeira via, a desadenilagdo estimula a remog¢ao do cap (deccaping) pelas enzimas Dcpl e
Dcp2, permitindo a ag@o da exonuclease Xrnl que degrada o mRNA na dire¢do 5°-3” (Parker
e Song, 2004). Na outra via, 0 mRNA pode ser degradado na dire¢do 3°-5° através de um
complexo enzimdtico, exossomo, contendo onze proteinas com diversas fungdes na
degradacdo de mRNAs (Buttner et al., 2006). Muitos dos processos envolvidos na degradagéo
do mRNA parecem ocorrer nos tripanossomatideos. Nao foram encontrados homdlogos para
as enzimas Dcpl e Dcp2, todavia a atividade de deccaping foi verificada em extratos de
Leptomonas seymouri (Milone et al., 2002). A desadenilacdo também foi demonstrada em
extratos de L. seymouri e ocorre durante a degradagdo de RNA in vivo (Haile et al., 2003; Li
et al., 2006). O exossomo de T. brucei tem uma composi¢do e organizacdo semelhante
aqueles encontrados em leveduras e mamiferos (Estevez et al., 2001). Ja a exonuclease Xrnl,

¢ representada em tripanossomatideos por quatro homologos possiveis: XRNA, XRNB,
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XRNC e XRND. As fungdes de XRNB e XRNC ainda sao desconhecidas, enquanto XRND ¢
uma exonuclease nuclear, e XRNA pode ser encontrada tanto no nicleo como no citoplasma e
esta envolvida na degradagdo de mRNAs (Li et al., 2006).

Nos mamiferos, a rapida degradacio de mRNAs que codificam para citocinas ou
reguladores do ciclo celular € critico na regulagdo da resposta imune ¢ do crescimento celular.
Estes mRNAs contém elementos ricos em AU (AU-rich elements — AREs) nas suas regides
3’-UTR. Os AREs s3o reconhecidos por proteinas reguladoras que estabilizam ou
desestabilizam o mRNA por inibirem ou promoverem a desadenilagdo. Assim mRNAs que
contém AREs podem ser degradados nas diregdes 3°-5” ¢ 5°-3 (Stoecklin et al., 2006). Nos
tripanossomatideos tém sido identificadas seqiiéncias 3’-UTR, envolvidas em regulacio
estagio-especificas, similares aos AREs. Estas regides sdo elementos de instabilidade ricos em
U (U rich instability elements — UREs). Em T. brucei uma URE de 26 nucleotideos foi
associada a instabilidade do mRNA codificante para a proteina prociclina EP nas formas
sanguineas, sendo o mesmo mRNA estavel na forma prociclica (Clayton e Shapira, 2007).
Similarmente varios mRNAs em T. cruzi (D'Orso et al., 2003) ¢ o mRNA da amastina de L
Infantum (Haile et al., 2008) sdo regulados via UREs. Adicionalmente, em L. major foram
identificadas em regides 3’-UTR de mRNAs duas classes de pequenos retroposons (SIDERs —
Short Interspersed Degenerated Retroposons) (Bringaud et al., 2007). O SIDER1 participa na
regulagdo estagio-especifica de alguns mRNAs em L. major, como por exemplo o mRNA da
amastina, ¢ o SIDER2 foi demonstrado ter um papel global da degradacio de mRNAs,
provavelmente desempenhando uma modulagdo constitutiva da expressdo génica (Haile e
Papadopoulou, 2007).

Proteinas que ligam a AREs e influenciam a taxa de degradacdo do mRNA em
mamiferos tém motivos de reconhecimento de RNA do tipo RRM (RNA recognition motif),
motivos CCCH zinc fingers ou dominios KH (Barreau et al., 2005). Consistente com a

predomindncia de mecanismos pds-transcricionais, o genoma de tripanossomatideos tem
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revelado um grande numero de candidatos a proteinas de ligacdo a RNA. Entre estes podem
ser citados genes que codificam proteinas contendo RRMs (De et al., 2005), dominio Pumilio
(PUF) e dominios CCCH zinc fingers (Ivens et al., 2005). Entretanto, muitos problemas tém
surgido na tentativa de purificar estas proteinas utilizando as seqiiéncias regulatorias presentes
na regido 3’-UTR, e assim poucos exemplos foram demonstrados experimentalmente. Entre
estes podem ser citados as proteinas UBP1 e UBP2 relacionadas a regulagdo estagio-

especifica de um pequeno mRNA da mucina em T. cruzi (D'Orso e Frasch, 2002).

2.2.3.3 - Granulos de processamento e de estresse

Nos eucariotos, a formacao de granulos de RNA ¢ um importante mecanismo de
controle pos-transcricional da expressdo génica (Anderson e Kedersha, 2006). Estes podem
ser classificados em granulos de processamento (Processing bodies ou P-bodies) e granulos
de estresse. Os P-bodies sdo complexos dindmicos, proporcionais em numero ¢ tamanho a
quantidade de mRNAs nao-traduzidos acumulados, onde se co-localizam enzimas envolvidas
no deccaping e processamento/degradagdo de mRNAs. A partir destes granulos € que se
define quando e se mRNA estocados serdo silenciados, degradados ou usados para tradugao
(Eulalio et al., 2007; Balagopal ¢ Parker, 2009). Os granulos de estresse sdo definidos por
apresentarem MRNAs ndo-traduzidos complexados com um subconjunto de fatores de
iniciagdo da traducdo (eIF4E, eIF4G, elF4A, elF3, elF2 ¢ PABP), ¢ a subunidade ribossomal
40S (Anderson e Kedersha, 2008). Eles normalmente sdo visualizados em condi¢des de
estresse, quando a iniciacdo da traducdo ¢ inibida (Balagopal e Parker, 2009). Varias
observagdes demonstram que os mRNAs citoplasmaticos deslocam-se ciclicamente entre, P-
bodies, granulos de estresse e polissomos (Balagopal e Parker, 2009) e assim transcritos
podem ser selecionados para degradagdo, estocagem ou traducdo. Granulos de mRNA estdo

presentes nos tripanossomatideos, todavia parece haver diferengas em relacdo a outros
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eucariotos, ¢ assim, o papel destes granulos precisa ser melhor investigado (Cassola et al.,

2007; Holetz et al., 2007; Kramer et al., 2008).

2.3 - O processo de sintese protéica, traducdo, em eucariotos

A sintese de proteinas ou traducdo ¢ um importante e complexo mecanismo que ¢
imprescindivel a todos os seres vivos, tendo um importante papel no controle da expressao
génica, e constitui o alvo principal de interesse deste trabalho. A regulacdo da traducdo ¢é
encontrada em eventos celulares tais como crescimento, proliferacio e desenvolvimento
(Gingras et al., 1999). O processo de tradugdo pode ser dividido em quatro etapas: iniciagdo,
elongagdo, terminagdo e reciclagem dos ribossomos (Ganoza et al., 2002; Marintchev e
Wagner, 2004). Destas a etapa mais complexa, e aquela mais sujeita a mecanismos de
regulacdo, que definem entre outros aspectos quando a tradu¢do de um mRNA ocorre, ¢ a

iniciacao da traducao.

2.3.1 - Iniciagéo da traducao em eucariotos

Em eucariotos a sintese de proteinas se inicia primariamente por um mecanismo que
requer o nucleotideo cap no mRNA, e depende de proteinas acessorias que recrutam e
posicionam o ribossomo corretamente no codon de inicia¢ao da tradugdo, AUG. Este processo
¢ conhecido como inicia¢ao cap-dependente da traducao. Entretanto alguns mRNAs virais e
celulares usam como alternativa seqiiéncias nas quais o ribossomo liga-se diretamente ao
mRNA (IRES- internal ribosome entry sites — seqiiéncias internas de entrada para
ribossomo), substituindo a utilizagdo de muitas proteinas e da estrutura cap, num mecanismo
denominado por essa razdo de iniciacdo cap-independente da tradugdo (Kieft, 2008). Neste
trabalho serd abordada a forma classica de iniciacdo da tradugdo, ou seja, a iniciagdo cap-

dependente da tradugao.
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A iniciagdo da tradugdo ¢ o conjunto de eventos que conduz a formagdo do ribossomo
80S no mRNA, no qual o codon AUG ¢ pareado com o anticodon UAC do Met-tRNA{™
(RNA transportador da metionina) no sitio peptidil (P) do ribossomo. Em eucariotos
superiores este processo requer as duas subunidades ribossomais (40S e 60S), envolve pelo
menos 12 fatores de iniciagdo eucarioticos (elFs — Eukariotic Initiation Factors) e a ligagao ¢
hidrélise de ATP ¢ GTP (Pestova et al., 2007). Os elFs (eIF1, elF1A, elF2, elF2B, elF3,
elF4F, elF4B, elF4H, elF5, elF5A, elF5B e elF6) participam diretamente das diferentes
etapas do processo, sdo o alvo principal de mecanismos de regulacdo e constituem aqueles
elementos mais sujeitos a variagdes entre grandes grupos de organismos. O processo de
iniciacdo da traducgdo propriamente dito estd entdo ilustrado na Figura 6. Resumidamente, ele
comeca com a formac¢do do complexo ternario Met-tRNAi-e[F2-GTP (1). Com a ajuda dos
elF1, e[F1A e elF3, o complexo ternario se liga a subunidade ribossomal 40S resultando na
formagao do complexo 43S (2). Neste estagio, o complexo elF4F (formado pelas subunidades
elF4E, elF4A e elF4G), em conjunto com a proteina de liga¢do a cauda poli-A (PABP — ndo
incluida entre os elFs classicos) e o elF3, se liga ao mRNA (3) e o direciona para o complexo
43S resultando no complexo 48S (4). Este ultimo desloca-se no sentido 5’-3’pela regido 5’
ndo-traduzida do mRNA (5’-UTR) (5), uma etapa facilitada pelo eIF4F junto com os fatores
elF4B e elF4H, até encontrar o cédon de iniciacdo da tradugdo (6). Em seguida, o fator elF5
estimula a hidrélise do GTP ligado ao elF2 e o eIF5B-GTP promove a liberagdo dos fatores
ligados a subunidade 40S e sua associacdo a subunidade 60S, reconstituindo o ribossomo 80S
(7). Ap6s hidrélise do GTP ligado ao elF5B (8), o ribossomo esta apto para dar inicio a fase
de elongacdo da tradugdo (Marintchev ¢ Wagner, 2004; Pestova et al., 2007; Acker et al.,
2009). Por fim, apos a sintese protéica, o fator elF6 atua no ribossomo promovendo a
dissociacdo das subunidades 60S e 40S que sdo recicladas para novo ciclo de iniciacdo da

traducdo (Dever, 1999).
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Figura 7. Representacdo esquematica da iniciacdo da traducdo de mRNAs tipicos em
eucariotos. Este modelo divide o processo em oito diferentes estagios, mostrando os fatores
de iniciag¢do da traducdo envolvidos em cada uma das etapas em que participam no processo:
1- Formagao do complexo ternario; 2- Formagao do complexo 43S; 3- “Ativacdo” do mRNA;
4- Formagao do complexo 48S; 5- Scanning; 6- Reconhecimento de cddon de inicio e
hidrolise de eIF2-GTP; 7- Associagdo das subunidades ribossomais e liberagao dos fatores; 8-
Liberagdo do eIlF5B. Neste momento, o ribossomo esta pronto para prosseguir com a fase de

elongagdo da sintese de proteinas (Pestova et al., 2007).
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2.3.2 — O complexo elF4F de iniciacdo da traducao

O complexo elF4F ¢ o principal responsavel pelo recrutamento da subunidade 40S
ribossomal a extremidade 5° dos mRNAs. Este complexo é formado por trés proteinas: elF4E,
(a proteina de ligagdo ao cap), el[F4A (uma RNA helicase e ATPase que desfaz estruturas
secundarias no mRNA) e a proteina e[F4G com multiplos sitios de ligagdo para parceiros
como o elF4E, elF4A, elF3 (que diretamente se liga a subunidade ribossomal 40S) ¢ a PABP

(Gingras et al., 1999).

2.3.2.1 - elF4E, a proteina de ligacéo ao cap

O elF4E ¢ a proteina responsavel pelo reconhecimento do cap, presente nos mRNAs
eucaridticos, dando inicio ao processo de inicia¢do da traducdo (Sonenberg, 2008). A familia
elF4E de proteinas pode ser encontrada numa grande diversidade de organismos desde
protozoarios a humanos, normalmente com multiplos homdlogos por espécie, sendo pelo
menos um dos homoldgos envolvido com traducdo e os demais relacionados a outras fungdes
celulares (Joshi et al., 2005; Rhoads, 2009).

A estrutura do eIF4E, ligada ao cap, se assemelha a uma luva de baseball com o cap
(m’GTP) ligado a superficie concava (Figura 7). O reconhecimento especifico acontece pelo
empacotamento da guanosina metilada entre os anéis aromaticos de dois triptofanos
conservados (W56 e W102 em camundongo) num processo conhecido como empacotamento
n-t (n-1 stacking). Em seguida, ocorre uma estabiliza¢cdo mediada pelo radical metil do cap
que aumenta de quatro a seis vezes a afinidade de interacdo com o eIF4E (Matsuo et al., 1997,
Marcotrigiano et al., 1997).

Os parceiros mais importantes do elF4E sao os fatores elF4G e as proteinas 4EBPs

(4E binding proteins — proteinas de ligagdo ao eIF4E) que se associam ao ¢IF4E através de
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sua regido convexa, oposta ao sitio de ligacdo ao cap. Alguns residuos de aminoacidos
encontrados no e[F4E humano sdo importantes para ligacdo ao elF4G e 4E-BPs: H37, P38,
V69, W73, L131, E132, e L135. Destes os aminoacidos V69 € W73 sdo encontrados dentro
de uma seqiiéncia bastante conservada nos eIF4Es, (S/T)VxxFW (Marcotrigiano et al., 1997;
Joshi et al., 2005), e a substituigdo do W73 por um aminoacido ndo-aromatico abole a

interacdo do eIF4E com elF4G ¢ 4E-BPs (Pyronnet et al., 1999; Ptushkina et al., 1999).

elF4G
peptide

Figura 8: Estrutura do elF4E de camundongo. Estrutura tridimensional do eIF4E de
camundongo ressaltando os aminoacidos W56 e W102 envolvidos na ligagdo com ao cap, € o
aminoacido W73 envolvido na interagdo com o eIF4G na superficie convexa. (Matsuo et al.,

1997; Goodfellow e Roberts, 2008).

A atividade da proteina eIF4E pode ser regulada, em mamiferos, pela fosforilagdo da
Serina 209 (S209) pelas quinases Mnkle Mnk2 (Gingras et al., 1999). As Mnks interagem
com o elF4G, através de seu dominio C-terminal, que funciona como sitio de ancoragem para
as quinases ficarem proximas ao seu substrato principal, o eIF4E. Muta¢des no motivo de
ligagdo ao elF4E presente no elF4G, ou na regido de interacdo ao elF4G localizado na

proteina Mnk1, resulta na diminui¢do da intensidade de fosforilacdo do eIF4E. Portanto o
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elF4G parece modular a fosforilagdo do ¢IF4E (Gingras et al., 1999; Pyronnet et al., 1999;
Parra-Palau et al., 2003). A fosforilagdo do eIF4E aumenta a sua afinidade pelo cap (Scheper
and Proud, 2002), mas ndo resulta em aumento da atividade traducional (Goodfellow and
Roberts, 2008). O tratamento de células com fatores de crescimento, hormonios e mitégenos,
estimula a fosforilagdo do eIF4E de mamiferos (Gingras et al., 1999), mas a conseqiiéncia
fisiologica desse evento ainda ndo esta bem esclarecida (Goodfellow e Roberts, 2008). Um
segundo mecanismo de regulagdo da atividade do eIF4E ¢ mediado pelas proteinas 4EBPs que
competem com o elF4G, pela interagdo com o elF4E, e assim funcionam como inibidores da
tradu¢do. Em mamiferos foram identificadas trés 4EBPs e suas fungdes sdo reguladas por
fosforilagdo (Gingras et al., 1999). Quando hipofosforiladas, as 4EBPs seqiiestram o eIF4E
inibindo a tradugdo, enquanto a hiperfosforilagdo impede sua ligacdo ao eIF4E e esse, livre,

pode ser utilizado no processo de iniciacao da tradugao.

2.3.2.2 - A RNA helicase elF4A

O fator de iniciacdo da traducdo elF4A ¢ considerado um prototipo da familia de
proteinas DEAD-box, um grupo de RNA helicases caracterizado por apresentar nove motivos
(I, Ia, Ib, IL, IIL, IV, V, VI e Q), dos quais o mais conservado ¢ o dominio II conhecido como
DEAD (L-D-E-A-D-X-X-L) (Linder, 2003). As RNAs helicases sdo encontradas tanto em
organismos mais simples (procariotos), como até nos mais complexos (eucariotos superiores).
Elas estdo envolvidas em varios processos celulares que incluem RNA, tais como: transcri¢ao,
processamento de mRNAs, sintese de ribossomos, transporte e degradacdo de mRNAs,
traducdo (Luking et al., 1998;Linder, 2003). O elF4A ¢ uma RNA helicase, dependente de
ATP, que remove estruturas secundérias da regido 5’-UTR dos mRNAs. Na iniciagdo da

tradugcdo sua atividade facilita tanto a ligacdo do complexo 43S ao mRNA como o
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deslocamento da subunidade menor ribossomal, ao longo da 5’UTR (varredura ou scanning),
até a identificagdo do cddon de iniciagdo da tradugdo (Gingras et al., 1999).

Em mamiferos trés isoformas de elF4A podem ser encontradas: eIF4Al, elF4AII e
elF4AIIl (Weinstein et al., 1997). O elF4Al e elF4All, em humanos, apresentam uma alta
homologia entre si (90% de identidade) e sdo funcionalmente equivalentes na tradugdo
(Nielsen e Trachsel, 1988; Yoder-Hill et al., 1993; Gingras et al., 1999). Em contraste, o grau
de identidade entre eIF4Al e eIF4AIIl ¢ relativamente menor (66% de identidade), e sao
consideradas funcionalmente distintas. O e[F4AIIl ndo pode substituir o e[F4AI na ligagdo da
subunidade menor ribossomal ao mRNA, inibe a tradugdo in vitro (Li et al., 1999) e sua
localizagdo ¢ nuclear (Holzmann et al., 2000), atuando como ancoradouro para formagao do
Complexo de Jungdo entre Exons (EJC). O EJC é um complexo de proteinas que se forma
numa regido de 20 a 24 nucleotideos 5’ das jungdes entre os éxons, nos mRNAs processados
por splicing (Le et al., 2000). O EJC participa de eventos centrais no metabolismo dos
mRNAs como exportagdo do nucleo para o citoplasma, degradacdo de mRNAs terminados
precocemente ou processados de uma forma erronea e tradugdo citoplasmatica (Le et al.,
2003; Tange et al., 2004; Lejeune e Maquat, 2005). Como parte do EJC, o eIF4AIII liga-se
diretamente as proteinas Magoh, Y14 ¢ MLNS51 (Ballut et al., 2005). Mutagdes nos seus
motivos la, VI e H afetam a formacdo do EJC e impedem que a via de degradacdo de mRNA
ocorra (Shibuya et al., 2006). Recentemente foi ainda demonstrado também que o EJC esta
relacionado com a regulagdo da tradugdo (Le e Seraphin, 2008).

A estrutura da molécula do eIlF4A se assemelha a um haltere, onde os dominios N-
terminal (DNT) e C-terminal (DCT) sdo interligados por uma seqiiéncia flexivel (Caruthers et
al., 2000). Ambos os dominios estdo envolvidos na ligagdo de RNA e ATP. O elF4A, como
outras RNA helicases, alterna sua estrutura entre dois estados: “fechado” e “aberto” No estado
“fechado”, conformagao ativa, os dois dominios formam uma superficie que permite a ligagao

do elF4A a RNA ¢ ATP (Andersen et al., 2006)(Figura 8) de uma forma cooperativa entre os
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dois dominios (Lorsch e Herschlag, 1998). A atividade de helicase do elF4A livre ¢ baixa,
mas ¢ estimulada quando a proteina se liga ao e[F4G (dentro do complexo elF4F) e quando
elF4B ou elF4H estdo associados (Marintchev e Wagner, 2004; Marintchev et al., 2009).
Recentemente foi demonstrado que ambos os dominios do eIF4A interagem com o elF4G e
que o dominio C-terminal interage com o elF4H. O conjunto de intera¢des fracas multi-
dominio, porém especificas, das proteinas elF4G e elF4H com o elF4A na presenca de ATP
ou ADP, ¢ responsavel pela atividade helicase desempenhada pelo e[F4A mesma durante a
iniciagdo da traduc¢do (Marintchev et al., 2009). Adicionalmente, em plantas foi demonstrado
que o elF4B, além de estimular a atividade helicase do eIlF4A, parece também ter efeitos na

selecdo de mRNAs durante a iniciag@o da tradugdo (Mayberry et al., 2009).

Figura 9: Estrutura tridimensional do elF4A de levedura. A molécula do elF4A apresenta
os dominios N-terminal (DNT) e C-terminal (DCT), coloridos respectivamente de cinza e
amarelo e interligados por uma seqiiéncia flexivel de onze aminodcidos. Os motivos no DNT
estdo coloridos como se segue: motivo I, motivo Walker A ASQSGTGKT residuos 65-72,
azul; motivo Ia, PTRELA, residuos 97-102, amarelo; GG, residuos 125-126, laranja; TPGR,
residuos 145-148, rosa; motivo II, motivo Walker B DEAD, residuos 169-172, vermelho;
motivo III, SAT, residuos 200-202, verde. No DCT os motivos estdo coloridos da seguinte
forma: motivo IV, VIFCNTRR, residuos 263-270, verde motivo IV, conservado motivo R,
residuo R298, purpura; motivo V, RGID, residuos 321-324, magenta; motivo VI,
HRIGRGGR, residuos 345-352, azul ciano (Caruthers et al., 2000).
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2.3.2.3 - elF4G, uma proteina modular que estrutura o complexo elF4F

O fator de iniciagdo da tradugdo eIlF4G ¢ uma proteina de alto peso molecular cujo
papel crucial ¢ coordenar a formag¢do do complexo de ligacao ao cap (eIF4F) para, junto com
a PABP, recrutar a subunidade menor ribossomal. Neste processo o elF4G interage com
elF3, elF4A, elF4E, PABP, com a propria molécula de RNA, entre outros (Figura 9). O
protétipo elF4G humano, proteina de aproximadamente 1600 aminoacidos, se divide em trés
regides (N-terminal, central e C-terminal) de acordo com um padrao de clivagem utilizando
proteases virais (Lamphear et al., 1995). O segmento N-terminal inclui sitios de ligacdo para o
PABP e eIF4E (Prevot et al., 2003). A regido central ¢ critica para formagdo do complexo de
iniciacdo da tradugdo, visto que esse segmento possui sitios para ligagdo ao elF3 e elF4A
(Imataka e Sonenberg, 1997; Marcotrigiano et al., 2001). Ja a regido C-terminal possui um
segundo sitio para ligacdo ao elF4A e um sitio para ligacdo a Mnkl, proteina que fosforila

elF4E (Prevot et al., 2003).

2.3.2.3.1-Estrutura do elF4G

As estruturas tridimensionais dos principais dominios do elF4G, de mamifero, foram
resolvidas por cristalografia de raio-X. Entretanto, ainda ndo foi possivel obter a estrutura de
grandes segmentos do elF4G, ndo existindo portanto o modelo cristalografico da proteina
completa (Bellsolell et al., 2006). A regiao de liga¢ao ao elF4E, dentro da regido N-terminal,
modifica-se da forma nao-estruturada para a forma estruturada quando ligada ao eIF4E
(Marcotrigiano et al., 1999; Gross et al., 2003). A regido central é constituida por arranjos de
cinco pares de repetigdes HEAT (HRs), de alfa-hélices antiparalelas, denominado de dominio
HEAT (Marcotrigiano et al., 2001). HRs tem seu nome derivado das primeiras quatro
proteinas nas quais este tipo de dominio foi encontrado, Huntingtina — proteina envolvida na

doencga neurologica de Huntington, fator de Elongacao da tradugao 3 (EF-3), subunidade A da
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proteina Fosfatase 2 (PP2A) e a proteina sensivel a rapamicina mTor/FRAP envolvidas em
processos celulares como transdugdo de sinal e ciclo celular (Andrade e Bork, 1995; Gingras
et al., 1999; Hong e Sarge, 1999; Chakraburtty, 2001). O dominio HEAT ¢é geralmente
encontrado em proteinas formadoras de complexos (Andrade e Bork, 1995). Recentemente foi
demonstrado que a estrutura do el[F4G humano na realidade ¢ composta por trés dominios
HEATS, o primeiro localizado na regido central ¢ denominado de HEAT-1/MIF4G, e os
outros dois presentes na regido C-terminal sio HEAT-2/MA3 e HEAT-3/W2. O HEAT-2 e o
HEAT-3 s3o formados por 5 e 4 repeti¢des respectivamente, sendo essas repeti¢des atipicas

quando comparadas ao HEAT-1 (Bellsolell et al., 2006).

elF4G

752 933 1235 1420 1438 1593
HEAT=1/MIF4G

I Lo | |

PABP 4E RNA 4A RNA 3 4A 3 4A  4A MNK

165 210

Figura 10: Esquema do elF4GI humano e seus principais sitios de ligacao para outras
proteinas. O eIF4G possui na sua regido N-terminal os sitios de ligacdo a PABP e ¢IF4E. Na
regido central desta proteina encontra-se o dominio central de ligagao ao eIF4A, além de uma
regido de ligagdo a RNA (RRM) e do sitio de ligagao ao elF3. J& na sua por¢ao C-terminal se
encontram um segundo sitio de ligacdo ao elF4A (apenas em mamiferos) e o sitio de liga¢ao
da proteina Mnkl (quinase de elF4E). O elF4G humano, proteina protétipo da familia, ¢
formada possui trés dominios HEAT: HEAT-1/MIF4G, HEAT-2/MA3 ¢ HEAT-3/W2
(Marintchev et al., 2009).
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2.3.2.3.2 - Familia elF4G

O fator elF4G ¢ encontrado em diferentes espécies de eucariotos, desde humanos (Yan
et al., 1992; Gradi et al., 1998), leveduras (Goyer et al., 1993) e plantas (Browning et al.,
1992) até em protozoarios (Dhalia et al., 2005). Os fatores elF4G, envolvidos com a inicia¢do
da traducdo, estdo presentes sob duas isoformas em mamiferos, leveduras e plantas. Em
leveduras e mamiferos ha duas isoformas de elF4G que exibem moderada conservagdo de
seqiiéncia entre si (53% de identidade em levedura e 46% em humanos). Aparentemente
ambas isoformas (elF4GI e elF4GIIl) desempenham a mesma fungdo, considerando que uma
pode substituir a outra em diferentes ensaios de tradugdo (Prevot et al., 2003). Entretanto, foi
observado que durante a diferenciacdo do megacariocito o elF4GII ¢ seletivamente recrutado
para a formacao do complexo elF4F, indicando que estas proteinas podem estar relacionadas
a diferentes situagdes (Caron et al., 2004).

Diferentes isoformas do elF4G podem co-existir na mesma célula, com expressao
diferencial e ter implicagdes nos mecanismos que envolvem esta proteina. Nos mamiferos, foi
demonstrado que diferentes isoformas podem ser geradas a partir do gene elF4GI através da
traducdo diferencial do seu mRNA, a partir do uso de diferentes cddons AUG de iniciacao,
e/ou pelo processamento alternativo de seu transcrito por cis-splicing (Byrd et al., 2002;
Bradley et al., 2002; Byrd et al., 2005). Desta forma, cinco isoformas do elF4GI, de
diferentes tamanhos com base no encurtamento da regido N-terminal, sdo co-expressas em
c¢lulas de mamiferos (Coldwell e Morley, 2006). A isoforma elF4GIf (proteina inteira) apesar
de ser expressa em baixo niveis, ¢ capaz de promover mais eficientemente a traducdo de
mRNAs celulares em relagdo as demais isoformas expressas em quantidades bem maiores
(Coldwell e Morley, 2006).

Duas isoformas bem diferentes do elF4G, conhecidas como elF4G e elFiso4G, sido

expressas em plantas (Browning et al., 1992) e, diferentemente de mamiferos e leveduras,
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ligam-se respectivamente a dois diferentes homologos do elF4E formando os complexos
elF4F (elF4E/elF4G) e elFiso4F (elFiso4E/elFiso4G). elF4G e elFiso4G diferem em
tamanho (165 e 86 kDa, respectivamente) e apresentam apenas 30% de identidade (Browning
et al., 1992; Gallie ¢ Browning, 2001), enquanto as isoformas presentes em leveduras e
mamiferos sdo mais conservadas (Goyer et al., 1993; Gradi et al., 1998). Apesar destas
diferencas significativas, ambas possuem dominios para interagdo com o elF4A, elF3 e PABP
(Browning, 1996). Entretanto, estes dois complexos apresentam diferencas funcionais,
enquanto o elF4F pode traduzir mRNAs contendo ou ndo cap, com estruturas secundarias ou
codificando mais de uma proteina, o elFiso4F atua na tradu¢do de mRNAs com cap e sem
estruturas secundarias na regido 5’ (Gallie e Browning, 2001). Recentemente foi mostrado
que estes dois complexos estdo envolvidos na tradugdo de mRNAs particulares, ou classes de
mRNAs, sugerindo que a tradugdo diferencial pode requerer complexos compostos de
isoformas especificas de fatores de iniciagdo da tradugdo (Mayberry et al., 2009). Assim,
mRNAs individuais ou classes de mRNAs podem responder a abundancia relativa de um fator
de iniciagdo da tradugio especifico afetando a quantidade final de proteinas traduzidas. E
provavel que complexos de iniciagdo, formados por proteinas especificas, permitam a
traducdo eficiente de mRNAs nas diferentes variedades de processos celulares.

A familia elF4G ndo se restringe apenas ao elF4G tipico, mediador da iniciacdo da
tradugdo, mas por um conjunto de proteinas que apresentam homologia ao e[F4G por conter o
dominio MIF4G e ou MA3 (Figura 10). Entre esse homdlogos podemos citar: a proteina de
ligagdo a PABP (Paipl) que possui 39% de similaridade com o MIF4G do elF4G, interage
com o elF4A ¢ estimula a traducdo (Craig et al., 1998) possivelmente através de uma
interacdo com o elF3 (Martineau et al., 2008); a proteina humana p97 (Levy-Strumpf et al.,
1997; Imataka et al., 1997; Yamanaka et al., 1997), descrita como repressor traducional ¢ que
esta relacionada a traducdo de mRNAs contendo IRES (Henis-Korenblit et al., 2002; Nevins

et al., 2003); a proteina nucleolar NOM1 (Simmons et al., 2005), de papel funcional
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desconhecido, mas que contém um dominio MIF4G e um dominio MA3, que interage com
elF4Al e com a proteina Fostase I direcionado-a para o nucléolo (Gunawardena et al., 2008);
a PDCD4 (proteina de morte celular programada 4 - programmed cell death protein 4), uma
proteina supressora de tumor que inibe a tradug¢ao (Yang et al., 2003; Yang et al., 2004),
através de seus dois dominios MA3 que competem com elF4G e RNA pela ligagdo ao elF4A
(Suzuki et al., 2008). Finalmente, uma outra proteina, cuja estrutura ¢ dominios funcionais
sdo semelhantes ao elF4G, ¢ a subunidade maior do complexo de ligagdo ao cap nuclear
(CBP80). Juntamente com a subunidade CBP20, a CBP80 est4 envolvida no processamento e
maturacdo dos mRNAs nascentes, assim como em um provavel teste traducional destes
mRNAs, no nucleo, antes de serem enviados para a traducdo citoplasmatica (Marintchev e

Wagner, 2005).

PABP elF4E elF4A/IRES elF4A Mnk-1

elF4GII
1 754 1003 1560
1 712 970 1585
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Paip- [ Joave] |
| 150 432 481

Figura 11. Motivos em comum entre elF4Gl, elF4GlI e proteinas da familia elF4G. Na

figura esta representado, percentualmente, a identidade entre o elF4GII humano e os demais
elF4Gs: elF4GI; as duas copias em levedura (TIF4631 e TIF4632); os homo6logos humanos
p97; Paip-1 (Marcotrigiano et al., 2001).
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2.3.2.3.3 - Modificacdes pos-traducionais do elF4G

As proteinas elF4G podem ter sua fungdo modulada por reacdes de fosforilagdo. As
fosforilagdes em residuos de aminoacidos especificos, presentes na regido C-terminal do
elF4GI, podem ocorrer em resposta aos componentes do soro e mitdgenos em células
humanas. elF4GII e p97 sdao também fosfoproteinas, entretanto as regides C-terminal de
ambas as proteinas ndo sdo fosforiladas (Raught et al., 2000). A proteina elF4GII ¢
fosforilada durante a mitose (Pyronnet et al., 2001), por uma quinase dependente de
Calmodulina I na Ser 1156 (Qin et al., 2003). A fosforilagdo do eIF4GII reduz sua afinidade
com elF4E, e somado a desfosforilagdo da 4EBP-1, promove o rompimento do complexo
elFAF e a supressdo da tradugdo cap dependente (Pyronnet et al., 2001). O eIF4G pode ainda
ser fosforilado, entre outras proteinas, pela proteina quinase ativada por p21 (Pak2). A Pak2 ¢
ativada por estresse inibindo a divisdo celular, podendo ainda ser ativada no processo de
apoptose promovendo a morte celular. Foi demonstrado que a Pak2 inibe diretamente a
traducdo em reticuldcito de coelho e cultura de células 293T, fosforilando elF4G e
competindo com eIF4E pelo mesmo sitio de ligacao ao elF4G. A fosforilagao do elF4G, pela
Pak2, esta envolvida na regulagdao negativa da iniciacdo da tradugdo em resposta a condi¢des
de estresse celular (Ling et al., 2005).

A atividade do elF4G também pode ser regulada por protedlise, em resposta a
processos apoptoticos ou infecgdo viral (Prevot et al., 2003). A clivagem do eIF4GI e eIF4GII
por proteases virais, como a protease 2A de picornavirus, que promove a separagdo da regiao
envolvida na ligagdo ao elF4E da regido central responsavel pela ligagdo ao ribossomo,
abolindo assim a liga¢do do ¢IF4F ao cap (Gingras et al., 1999). Como conseqiiéncia ocorre
uma severa e seletiva inibi¢do da sintese de proteinas, e o fragmento C-terminal do elF4G
funciona em um complexo de pré-iniciagdo modificado que permite a traducdo de mRNAs

virais que ndo possuem cap ¢ mRNAs celulares contendo IRES (Prevot et al., 2003).
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2.3.2.3.4 - Bases moleculares da interacao elF4G-elF4A

Os dois primeiros dominios HEATs do elF4GI humano, HEAT-1/MIF4G e HEAT-
2/MA3, mediam sua ligacdo ao e[F4A (Lamphear et al., 1995; Imataka e Sonenberg, 1997)
HEAT-1 estimula a atividade helicase do elF4A, enquanto HEAT-2 tem um papel
modulatorio (Morino et al., 2000; Marintchev e Wagner, 2004). O HEAT-1 interage
principalmente o dominio DCT do elF4A, e embora seja capaz de interagir apenas com este
dominio, sua interagdo com o eIF4A completo é mais forte (Oberer et al., 2005).

Virios estudos vem sendo realizados para avaliar como ocorre a ligagao entre o elF4G
e e[F4A, assim com a moléculas acessorias como o e[F4H e os mecanismos de ligacdo a ATP
e RNA. O dominio MIF4G/HEAT-1 do elF4G liga-se a ambos os dominios eI[F4A-DNT e ao
elF4A-DCT (Oberer et al., 2005), enquanto e o dominio HEAT2/MA3 liga-se ao elF4A-
DCT. Adicionalmente, foi demonstrado que o eI[F4A-DCT liga-se também a regido entre os
dominios HEAT-1 ¢ HEAT-2 (Marintchev et al., 2009). Por outro lado, foi verificado que nio
ha sobreposi¢do entre os sitios de ligagdo ao elF4H e os dominios HEAT-1/HEAT-2, no
elF4A. O elF4H liga-se ao e[F4A-DCT, entretanto a atividade de helicase do elF4A ¢ apenas
estimulada pelo elF4H apenas quando ¢ utilizada a proteina eI[F4A completa, indicando que
de alguma forma o ¢IF4H associa-se também ao e[F4A-DNT (Feng et al., 2005). Esses dados
sdo consistentes com um recente trabalho que mostra que o eI[F4A-DCT liga-se ao elF4H na
presenca de RNA ¢ AMP-PNP. Este modelo de interagao parece ser aplicado ao elF4B,
homologo do elF4H, visto que eles se ligam ao mesmo sitio no elF4A e podem estimular a
atividade helicase do elF4A (Rozovsky et al., 2008).

As interagdes entre el[F4A com HEAT-1 e HEAT-2 sdo anticooperativas e mediadas
pela conformacao do elF4A. O HEAT-1 interage com a conformacao fechada, ativa, ligada ao
ATP, enquanto o HEAT-2 interage com o estado aberto, nado-ativo, livre do nucleotideo.
Assim, na auséncia de ATP, o elF4A liga-se ao HEAT-2 com uma afinidade maior que ao

HEAT-1, favorecendo o estado aberto do elF4A. ATP e RNA ligam-se cooperativamente ao
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HEAT-1 e anticooperativamente ao HEAT-2. O elF4A ligado ao ATP tem sua afinidade de
ligagdo aumentada por elF4H, na presenga do HEAT-1 do elF4G, corroborando a habilidade
do elF4H de estimular a atividade helicase do eIF4A (Rogers, Jr. et al., 2002).

A Figura 12 ilustra o modelo proposto de ligagdo do elF4A aos seus parceiros.
Segundo esse modelo, a hidrdlise de ATP e liberacdo de ADP reduz a afinidade do elF4A
pelo RNA, elF4H e o dominio HEAT-1 do elF4G, enquanto aumenta a afinidade de ligagao
ao dominio HEAT-2 , conduzindo o elF4A para seu estado aberto. Apos a ligacdo de uma
nova molécula de ATP, o elF4A ¢é novamente modificado para seu estado fechado. As
mudangas de orientagdo dos dominios do e[F4A, durante o ciclo de ligagdo/hidrélise de ATP,
provavelmente causam movimentos nos dominios do elF4G e elF4H que interagem com a

helicase.

&
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Figura 12. Interacdes do elF4G, elF4H e RNA com o elF4A. RNA, e¢lF4H e HEATI
(esquerda) ligam-se a conformacdo fechada do elF4A na presenca de ATP (1), enquanto
HEAT-2 (direita) liga-se preferencialmente a conformagdo aberta do eIF4A (2).
Intermediando estas duas formas o elF4A esta ligado a ADP, na transi¢do entre os estados

fechado e aberto (3) (Marintchev et al., 2009).

A estequiometria da interacao entre o eIF4G e o elF4A no modelo humano tem gerado
algumas controvérsias, sendo descrito na literatura como 1:2 assim como 1:1 (Li et al., 2001;

Korneeva et al., 2001). O modelo acima proposto sugere que na realidade ndo sdo duas
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moléculas de elF4A que interagem com o elF4G, mas que os dominios HEAT do elF4G
apresentam diferentes comportamentos de ligagdo (figura 11) corroborando a propor¢ao de
1:1. A regido central do e[F4G contendo o HEAT-1 (682-1138aa) liga-se ao e[F4A com um
afinidade de 17 nM em humanos (Korneeva et al., 2001), sendo em levedura esse valor
estimado em 30 nM (Dominguez et al., 1999). Estes valores provavelmente sdo diferentes no
contexto da proteina e[F4G completa e na presenca dos parceiros eI[F4H/elF4B, assim como

dos substratos ATP ¢ RNA (Marintchev et al., 2009).

2.3.2.3.5 - Modo de ligacéo do elF4E ao elF4G

O dominio no elF4G de ligacdo ao elF4E foi mapeado a partir da observacdo que o
elFAE permanecia associado a regido N-terminal do elF4G, apds clivagem com proteases
virais (Lamphear et al., 1995). Estes dados foram ainda corroborados através de ensaios de
interacdo entre eIF4GI mutantes e o eIF4E, por imunoprecipitacao e far western blot (Mader
et al., 1995). Neste trabalho foi caracterizada uma regido de 49 aminoécidos, presente em
mamiferos e leveduras. Dentro desta regido o motivo YXXXXL® (onde X pode ser qualquer
aminoacido e @ ¢ um residuo hidrofobico — L., M ou F) ¢ altamente conservado nas proteinas
elF4G de varios organismos (Figura 12), e mutacdes pontuais em Y ou L abolem a interagdo
entre o elF4G e o eIF4E (Mader et al., 1995). Estudos estruturais mostram que este motivo
assume a estrutura de uma hélice curta que se associa a superficie dorsal, convexa do elF4E
(Marcotrigiano et al., 1999). O motivo YX4® também esta presente em uma familia de
proteinas que competem com o elF4GI pela interacdo com o elF4E, as proteinas 4E-BPs, que
sdo reguladas pelo seu estado de fosforilagdo. As 4E-BPs atuam como repressores da
tradugdo, por afetarem a formagao do complexo 48S (Richter e Sonenberg, 2005).

Em mamiferos, um peptideo de 16 aminoacidos do elF4GII, contendo o motivo
YX,4®, liga-se a face dorsal do eIF4E com uma alta afinidade de 26+6 nM e a conformagao

do eIF4E ndo se altera quando ligado a este peptideo (Marcotrigiano et al., 1999). Em
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contraste, em levedura o peptideo do elF4G correspondente liga-se ao elF4E com baixa
afinidade (2 uM), embora um fragmento maior do eIF4G (393-490AA) lige-se ao elF4E com
afinidade relativamente maior (3 nM) (Gross et al., 2003). A ligacdo do elF4G ao eIF4E
causa uma mudan¢a de conformagdo em ambas as proteinas, conduzindo a formagdo de um
complexo estavel. Neste complexo, o elF4G envolve o N-terminal do eIF4E, formando um
bracelete molecular (Gross et al., 2003) e o complexo elF4E-eIF4G de levedura aumenta a
afinidade da interacdo do eIF4E pelo cap (Gross et al., 2003). A utilizagdo de pequenas
moléculas que competem com o motivo YXXXXL®, pela ligagdo ao elF4E, pode ter diversas
aplicagdes como no desenvolvimento de drogas que impecam a interagdo elF4G/elF4E.
Muitos tipos de cancer apresentam super-expressdo do elF4E e elF4G e a inibigdo da
interagdo entre os dois fatores pode constituir um 6timo alvo para o tratamento deste grupo de

doengas (Moerke et al., 2007).
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Figura 13. Esquema do elF4G1 de levedura ressaltando o dominio de ligacdo ao elF4E,
também presente nas 4E-BPs. O dominio de ligagdo do elF4G1 ao eIF4E ¢ caracterizado
pela seqiiéncia YXXXXL®, onde X pode ser qualquer aminoacido ¢ ® um residuo

hidrofobico: normalmente L, M ou F (Sachs e Varani, 2000).
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Diversos trabalhos tem mostrado que o elF4G aumenta a afinidade do eIF4E pelo cap.
Inicialmente, foi descrito que a indugdo da ligagdo quimica entre o elF4E de mamiferos ¢ o
cap ¢ mais eficiente quando o eIF4E faz parte do complexo elF4F (Lee et al., 1985) ou
quando ele esta complexado ao eIF4GI (Haghighat e Sonenberg, 1997). Um aumento similar
da afinidade do eIF4E pelo cap, também foi verificado em leveduras (von der Haar et al.,
2000). Porém dois diferentes mecanismos foram propostos para explicar as duas situagdes.
Em mamiferos ¢ postulado que o segmento central do elF4G, que liga-se ao RNA (RRM),
estabiliza a ligagdo do eIF4E ao cap. Este modelo foi baseado na infec¢do de células com
poliovirus, onde o elF4GI ¢ clivado liberando suas regides N-terminal e central, ¢ o elF4E
permanece associado ao fragmento N-terminal e nessa situacdo a afinidade de ligagdo do
elF4E ao cap ¢ baixa (Pelletier e Sonenberg, 1985; Lee et al., 1985). Entretanto, em levedura,
uma forte interagdo entre cap e eIF4E ¢é encontrada usando um fragmento de e[F4G contendo
o sitio de ligagdo ao elF4E na auséncia de RRM (Ptushkina et al., 1998; von der Haar et al.,
2000). Provavelmente estas diferencas, no modo de ligacdo elF4G/eIF4E, refletem
caracteristicas especificas dos modelos avaliados. Recentemente, em mamiferos, foi mostrado
que o elF4G aumenta fortemente a interagdo do eIF4E pelo cap por mobilizar o elF4E ao

mRNA via RRM do elF4G (Yanagiya et al., 2009).

2.2.3.6 - O sitio de ligacéo para elF3 no elF4G

O fator elF3 ¢ o maior fator de iniciagdo da tradu¢do em mamiferos, sendo composto
por 13 subunidades nomeadas de elF3a-m. O principal papel do elF3 ¢ fazer a conexdo entre a
subunidade menor ribossomal ¢ 0 mRNA, através da ligacdo especifica entre sua subunidade
elF3e e o eIF4G (LeFebvre et al., 2006). O sitio de ligagdo para o eIF3 foi mapeado no elF4G
humano, entre os dominios HEAT-1 e HEAT-2, compreendendo entre os aminoacidos 1015 e

1118 (Korneeva et al., 2000). O dominio HEAT-1 do eIF4G também liga-se ao elF3, uma vez
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que mutagdes pontuais ¢ delegdes neste dominio afetam a ligacdo ao elF3 (Imataka e
Sonenberg, 1997; Morino et al., 2000). Como recentemente foi demonstrado que o elF4A
liga-se na regido entre os dominios HEAT-1 e HEAT-2, e proximo ao local onde elF3 se liga,
ha maultiplas oportunidades para acoplamento das interagdes elF4G/elF4A e elF4G/elF3.
Apesar de nenhuma ligagdo direta ter sido ainda descrita entre elF3 e elF4A, a proximidade
de seus sitios de interagdo no e[F4G sugere que eles poderiam contactar-se entre si, a0 menos
fracamente, no contexto de um complexo ternario elF4A/elF4G/elF3 (Marintchev et al.,

2009).

2.3.3 - A proteina de ligacdo a cauda poli-A (PABP), parceira do elF4F

A PABP liga-se especificamente a cauda poli-A presente na regido 3’ dos mRNAs
eucarioticos, e participa de varios processos celulares em eucariotos relacionados ao mRNA
tais como biogénese, processamento, transporte, degradacdo e traducdo (Chekanova e
Belostotsky, 2003; Chang et al., 2004; Dunn et al., 2005; Brune et al., 2005;Woods et al.,
2005; Hosoda et al., 2006). Inicialmente, dados bioquimicos indicaram que a adi¢do do cap e
da cauda poli-A, aos mRNAs, resultavam em um efeito sinergistico de estimulagdo da
tradu¢do (Gallie, 1991). Este efeito foi observado em Saccharomyces cerevisae como
conseqiiéncia da interacdo entre PABP e o eIF4G, promovendo a ligagdo entre os terminais 5’
e 3’ do mRNA (Tarun, Jr. e Sachs, 1996). O dominio de intera¢do foi mapeado numa regiao
de 114 aminoécidos da por¢ao N-terminal do elF4G de levedura, que também media a ligagao
da PABP ao poli-A in vitro (Tarun, Jr. et al., 1997). Assim foi proposto um modelo onde a
interagdo PABP-eIF4G promoveria a circularizagdo do mRNA, durante a tradu¢do (Tarun, Jr.
e Sachs, 1996). Este modelo foi formalmente demonstrado através da visualizagdo, por
microscopia de forca atomica, da formagdo de complexos elF4E/elF4G/PABP (utilizando

proteinas recombinantes) em mRNAs capeados e poliadenilados (Wells et al., 1998) . A
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interacdo direta entre PABP e ¢IF4G foi também demonstrada em plantas (Le et al., 1997) e
em mamiferos (Imataka et al., 1998). O principal sitio de interagdo com a PABP, em
mamiferos, ¢ localizado dentro de uma regido minima de 29 aminoacidos na parte N-terminal
do elF4GI que ¢ conservada no elF4GII, mas ndo exibe nenhuma homologia de seqiiéncia
com as duas isoformas de eIF4G de levedura, exceto por um rico conteido de aminoacidos
basicos (Tarun, Jr. et al., 1997; Imataka et al., 1998).

A estrutura da PABP ¢ altamente conservada em diferentes organismos (Kuhn e
Wabhle, 2004). A PABP possui uma regiao N-terminal que apresenta quatro RRMs (1-4), uma
regido rica em prolina/glutamina e uma regido C-terminal contendo um dominio chamado
PABC. Os dois primeiros RRMs sdo suficientes para a ligacao especifica ao poli-A (Kuhn e
Pieler, 1996) e tem sido relacionados a interagdo entre PABP e elF4G (Kessler e Sachs, 1998;
Imataka et al., 1998; Cheng e Gallie, 2007). A interagio PABP/eIF4G parece reforgar a
iniciacdo da traducdo e a estabilidade do mRNA, permitindo uma verificagdo da integridade
do mRNA que precederia a sua tradug@o (Svitkin ¢ Sonenberg, 2006; Amrani et al., 2008). Ja
os RRMs 3 e 4 ndo tem especificidade por poli-A e podem mediar o reconhecimento de
seqiiéncias ndo poli-A (Sladic et al., 2004; Khanam et al., 2007).

A regido C-terminal da PABP nao se liga ao RNA, e contém um dominio conservado
denominado PABC. Este dominio parece ser responsavel pela ligacdo da PABP ao fator de
terminag@o da traducdo eRF3 e, as proteinas parceiras Paipl e Paip2 (Kozlov et al., 2001,
Albrecht e Lengauer, 2004). A Paipl ¢ uma proteina que liga-se 8 PABP e estimula a tradugao
provavelmente por ligar-se também a elF3, estabilizando a ligagdo PABP-elF4G, tornando
mais eficiente a circularizacdo dos mRNAs (Craig et al., 1998; Martineau et al., 2008). Ja o
impedimento da circularizagdo dos mRNAs, pela ligacdo de proteinas inibitorias como a
Paip2 & PABP, parece constituir um mecanismo de regulagdo negativa da tradugdo
(Khaleghpour et al., 2001). Estas proteinas regulatorias possuem dois sitios distintos, dos

quais um deles se liga ao dominio PABC (Kozlov et al., 2001). A interacdo do eRF3 com a
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PABC resulta na circularizagao da extremidade 3 UTR dos mRNAs, facilitando a reciclagem
de ribossomos da extremidade 3’ para a 5’ de iniciagdo (Uchida et al., 2002; Sonenberg e
Dever, 2003; Hosoda et al., 2003). De fato ja foi demonstrado que a interagdo entre eRF3 ¢
PABP aumenta a eficiéncia da tradugdo em mamiferos (Uchida et al., 2002). Conectando os
RRMs ao dominio PABC, existe uma regido rica em prolina ¢ glutamina na PABP, que ¢

importante para a multimeriza¢do de moléculas de PABP na cauda poli-A (Melo et al., 2003).

2.4 - Complexo elF4F e PABP nos tripanossomatideos

Apesar do grande conhecimento acumulado nos ltimos anos com relagdo ao processo
de tradugdo ¢, notadamente, a iniciacao da tradugdo em cucariotos, as informagdes obtidas até
0 momento em tripanossomatideos sdo escassas (Clayton e Shapira, 2007). Os dados obtidos,
a partir de seqiiéncias de projetos genomas de tripanossomatideos (El-Sayed et al., 2005a),
tem sido o ponto de partida para andlises mais refinadas em relagdo a busca da funcdo de
proteinas homologas, a fatores de iniciagdo da traducdo, ja estudadas em outros eucariotos.
Uma vez que a regulagdo da expressdo génica nestes parasitas ¢ predominantemente pos-
transcricional, e que a tradu¢do pode ter um papel critico neste processo, alguns trabalhos vém
se detendo na caracterizagdo funcional de homologos das subunidades do eIlF4F e da PABP

no controle da expressao génica em tripanossomatideos.

2.4.1 - PABP nos tripanossomatideos

Homologos da PABP em T. cruzi, T. brucei e L. major ja foram descritos ha algum
tempo (Batista et al., 1994; Pitula et al., 1998; Bates et al., 2000). O primeiro homdlogo
identificado foi a PABP1 de T. cruzi, codificada por dois genes adjacentes, e

constitutivamente expressa durante o ciclo de vida do parasita (Batista et al., 1994). O
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ortdlogo em T. brucei, também ¢ codificado por dois genes, apresenta 86.4% de identidade a
proteina de T. cruzi (Hotchkiss et al., 1999). A proteina PABP1 de L. major, designada aqui
LmPABPI, ¢ codificada por apenas um gene e também constitutivamente expressa durante o
ciclo de vida do parasita. Ela ¢ representada por duas isoformas, uma das quais fosforilada,
com predominancia de localizagdo citoplasmatica. Ensaios de complementagdo demonstraram
que LmPABP1 ndo ¢ capaz de substituir a letalidade da delegdo da pabl, PABP de levedura,
em S. cerevisiae. Surpreendentemente LMPABP1 ¢é apenas 35% idéntica aos homodlogos de
PABP descritas nos tripanossomas, um nivel de identidade comparado ao observado entre a
proteina de Leishmania e proteinas humanas (36% de identidade) (Bates et al., 2000).
Analises de bioinformatica confirmaram que tripanosomatideos apresentam dois homoélogos
de PABP (PABP1-2), e que Leishmania major apresenta um terceiro homologo (LmPABP3)
adicional (Costa Lima, Dissertacdo de Mestrado).

No tripanossomatideo Crithidia fasciculata, o ortologo da PABP2 faz parte de um
complexo que reconhece seqiiéncias presentes nas regides nao-traduziveis de mRNAs que
acumulam-se, periodicamente, durante o ciclo celular (Mittra e Ray, 2004). O ortélogo da
PABP2 de T. cruzi interage diretamente com a TCUPB-1, uma proteina que liga-se na 3’-UTR
de mRNAs ricos em ARES que sdo seletivamente desestabilizados durante o estagio
tripomastigota do parasito (D'Orso e Frasch, 2002). As novas PABPs encontradas em L.major
(LmPABP2-3) apresentam ainda diferengas funcionais em relagdo a LmMPABP1, o homdlogo

funcional da PABP de mamiferos e leveduras (Costa lima, manuscrito em preparagao).

2.4.2 - elF4Al e elF4ALII nos tripanossomatideos

Um homologo ao elF4A, denominado de LelF, foi descrito inicialmente em L.
brasiliensis e L. major. O LelF ¢ constitutivamente expresso nos estagios parasitarios do
inseto e de mamifero e embora tenha sido considerado imunologicamente relevante, seu papel

na tradugdo ndo foi investigado (Skeiky et al., 1998). Além do LelF (também denominado de
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LmEIF4AI) foi identificado um segundo homoélogo ao elF4A, o LmEIF4AIIL (Dhalia et al.,
2005). Os dois homologos do elF4A, LmEIF4Al e LmEIF4AIII, apresentam uma identidade
de 59 e 52% respectivamente em relacdo ao eIF4AIl humano e possuem ortélogos em T.
brucei. Estas proteinas variam quanto sua abundancia na forma promastigota: LmEIF4AI ¢
muito abundante com niveis acima de 10° moléculas/célula enquanto LMEIF4AIII é ausente
ou esti presente em niveis abaixo de 10 moléculas/célula. Em outro trabalho, a proteina
LmEIF4AI mostrou ter fungdo ATPase dependente de RNA in vitro, e apesar da alta
homologia em eucariotos, esta proteina ndo pode complementar a fungdo do eIF4A de
levedura in vivo e de mamifero in vitro. Entretanto, o LMEIF4AI inibe o crescimento celular
em levedura, por provavelmente seqiiestrar proteinas envolvidas com a traducdo, sendo
demonstrado sua interacdo direta com o eIF4G de levedura (Barhoumi et al., 2006). Os dois
ortdlogos do LMEIF4Al e¢ LmMEIF4AIIl foram estudados em T. brucei, TbEIF4AI e
TbEIF4AIIl, e apenas o primeiro parece estar envolvido com a formagao do complexo elF4F
da inicia¢do da tradu¢do. Enquanto TbEIF4AIl apresenta localizacdo citoplasmatica, o
TbEIF4AIIl apresenta-se concentrado no nucleo. Diante destes dados, especula-se que o
TbEIF4AIII faca parte de algum mecanismo de degradagdo de mRNA, sendo funcionalmente
equivalente ao elF4AIIl humano (Dhalia et al., 2006). Recentemente foram isolados dois
componentes funcionais (Mago e Y14) do Complexo de Jungdo entre Exons (EJC), envolvido
no mecanismo de degradacdo de mRNA prematuro em humanos, nos tripanossomatideos.
Surpreendentemente, o homologo ao elF4AIll ndo foi detectado junto ao complexo,

necessitando estudos mais aprofundados (Bercovich et al., 2009b).

2.4.3 - Isoformas do elF4E em Leishmania major

Com relagdo aos homologos do elF4E, quatro proteinas tém sido investigadas em

tripanossomatideos (Yoffe et al., 2004; Dhalia et al., 2005; Yoffe et al., 2006). Nenhum dos
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quatro homologos (LMEIF4E1-4), entretanto, ¢ capaz de complementar a fungdo do elF4E de
levedura (Yoffe et al., 2006), sendo que o LmEIF4E1 também ndo pdde complementar a
fung¢@o do eIF4E de mamiferos (Yoffe et al., 2004). LmEIF4E1 ¢ LmEIF4E4 ligam ao cap
monometilado classico (Yoffe et al., 2004; Dhalia et al., 2005) e ao cap-4 (Yoffe et al., 2004),
enquanto que o LmEIF4E2 liga principalmente ao cap-4 e o LmEIF4E3 fracamente ao cap
(Yofte et al., 2004). Recentemente a partir de extratos de L.major, utilizando-se a resina m7
GTP Sefarose, foi purificado um possivel complexo elF4F contendo as proteinas LmMEIF4E1 e

E4 associadas ao LMEIF4G3 e ao LmEIF4A1 (Yoffe et al., 2009).

2.4.4 - Candidatos a elF4G em Leishmania major

A subunidade eIF4G do elF4F ¢ a proteina menos conservada ao nivel de seqiiéncia,
sendo a regido central conservado em diferentes seqiiéncias de elF4G de diferentes
organismos (Gingras et al., 1999). Usando a proteina humana elF4GI como parametro de
busca com o auxilio da ferramenta BLAST em banco de dados do genoma de L. major foram
encontrados cinco proteinas contendo o dominio central do e[F4G (LmEIF4G1-5). As cinco
proteinas variam significativamente em tamanho (variando de 1016 a 1425, 635, 765 e 782
aminodcidos para o LmMEIF4G1-5), carga geral (positiva no LMEIF4G1 e negativo nas outras
quatro) e na relativa localizagdo do dominio conservado MIF4G (central no LmEIF4Gl1, 2,5 ¢
N-terminal no LMEIF4G3-4. Ambos os genes LMEIF4G1 e LmEIF4G2 sdo localizados no
cromossomo 15 enquanto os genes LMEIF4G3-5 estao localizados nos cromossomos 16, 36 e
10 respectivamente (Figura 14; Tabela I). Nenhum dominio ébvio para ligagdo a elF3, eIF4E
ou PABP foi identificado baseado apenas na homologia. Exceto pelo dominio HEAT-
1/MIF4G, as seqiiéncias parecem ndo relacionadas, com excecdo dos LMEIF4G3 e 4. Estes
duas proteinas mostram uma regido N-terminal similar e uma regido conservada de

aproximadamente 120 aminodcidos localizada a cerca de 180 aminoacidos a jusante do
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dominio HEAT, indicando que eles podem ser funcionalmente relacionados entre si e também
aos dominios humanos do elF4G, HEAT-2/MA3 e ou HEAT-3/W2 (Figuras 10; Figura 14)
(Dhalia et al., 2005). Os niveis intracelulares do LmEIF4G3 foram determinados e seu
dominio HEAT foi capaz de se ligar especificamente a proteina LmEIF4AI (Dhalia et al.,
2005). Recentemente foi mostrado que a incubagdo de extrato celulares de L.major a resina
m'GTP Sefarose permitiu a purificagdo das proteinas LMEIF4E1 e LMEIF4E4, assim como a
co-eluicao das proteinas LMEIF4G3 e LmEIF4A1. Estas interagdes foram confirmadas a partir
da imunoprecipitagdo da proteina LMEIF4G3 em fusdo com FLAG expressa em células
transgénicas de L.major. As proteinas LMEIF4G3, LmEIF4E1 e LmMEIF4E4 foram
encontradas, ainda, em fragdes polissomais indicando para a formacdo de pelo menos um

complexo eIF4F nos tripanossomatideos (Yoffe et al., 2009).

= 1016 Aas LMEIF4G1
= 1425 Aas

LmEIF4G2
SLDEV,
[ 7701 635 Aas LmEIF4G3
SLERV,
7 265 Aas LmEIF4G4

Figura 14. Esquema dos homdlogos ao elFAG de L. major e seus principais dominios. A
regido mais conservada das proteinas, semelhante a outros organismos, ¢ o dominio MIF4G
(listras  vermelhas). Os homodlogos LMEIF4G3 e LmEIF4G4 aparentemente sdo
funcionalmente relacionados, uma vez que além do dominio HEAT-1/MIF4G, ambos
possuem uma regido N-terminal curta e uma regido conservada de 120 aminoacidos na regido

C-terminal (listras azuis) que poderia ser um segundo dominio presente em eucariotos, o
HEAT-2/MA3 ou 0o HEAT-3/W2 ou ambos.
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Tabela Il. Sumario das sequéncias dos homologos elF4G de L. major descrevendo as

identidades (similaridades) entre as sequéncias de L.major/ humano e L.major/T.brucei.

NUmero de Massa !dgntu_jade Identidade
. A Tamanho o (similaridade) L
.. identificacdo molecular Localizacdo . (similaridade)
Seqiiéncia (N° de : P ao homologo i
no aminoacidos) predita cromossdmica humano aos ortologo_s de
GeneDB (kDa) (Q04637)* T. brucei
LmEIF4G1 LmjF15.0060 1016 114 15 25% (43) 31% (47)
LmEIF4G2 LmjF15.1320 1425 145.9 15 21% (37) 33% (49)
LmEIF4G3 LmjF16.1600 635 71.2 16 26% (39) 38% (55)
LmEIF4G4 LmjF36.6060 765 84.6 36 22% ( 38) 26% (45)
LmEIF4G5 LmjF10.1080 782 88.8 10 21% (37) 43% (60)

* Similaridade relativa apenas ao dominio HEAT central. Modificado a partir de Dhalia et al.,

2005.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

e Identificar interagdes entre homologos do elF4G e os parceiros elF4E, e[F4A e PABP, em
Leishmania major, mapeando dominios e motivos de interagdo com outros fatores e

adicionalmente contribuir para o estudo da fun¢do dos respectivos homoélogos em T. brucei.

3.2 Objetivos Especificos:

e Analisar a interagdo dos homologos de elF4G com homologos de outras subunidades do
complexo eIF4F ¢ PABP

e Identificar nos homologos elF4G os dominios envolvidos com a interacdo a outros fatores.

e Realizar mutagénese sitio-dirigida nos residuos de aminoacidos identificados nos
homologos do elF4G de Leishmania major, visando definir os motivos envolvidos nas suas
interacoes protéicas.

e Analisar a formagdo de complexos protéicos, in vitro, entre os homologos do eIF4G e outros
parceiros em Leishmania major.

e Verificar as interagdes elF4G/eIF4E dos ortdlogos de Trypanosoma brucei com as proteinas
de Leishmania major e vice-versa.

e Determinar os niveis intracelulares das proteinas EIF4Al e EIF4AIII nas formas prociclica e

sanguinea de T.brucei.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PCR e clonagem/subclonagem dos homélogos ao elF4F de L. major e T. brucei.

Seqiiéncias codificantes para os dominios (MIF4G, N-Terminal+MIF4G, C-
terminal+MIF4G) e ou proteinas completas LmEIF4G1-5 [LmEIF4G1,475 (os nimeros
indicam os aminodcidos correspondentes da proteina selvagem), LMEIF4G12s5.1016,
LMEIF4G2,.70s, LMEIF4G3,319, LMEIF4G326.635, LMEIF4G3 completa, LMEIF4G4. 362,
LMEIF4G437.362, LMEIF4G437.76s, LMEIF4G4 completa, LMEIF4GS5;.455, LMEIF4GS538.752]
foram amplificadas por PCR, flanqueadas pelos sitios de restrigdo Afl III/ Not I (LmEIF4G1),
Nco I/’Xho T (LmEIF4G2,.705), Nco I/Not I (LmEIF4G3/LmEIF4GS5), BamH I/Not I
(LmEIF4G4). Os fragmentos génicos do LMEIF4G1 foram clonados nos sitios Nco I/Not I do
vetor procaridtico de expressdao pET21d (Novagen®). A construgdo LMEIF4G125.1016 (C-
terminal+MIF4G) foi digerida com as enzimas de restrigdo Sal I/Not I e a subclonagem do
fragmento obtido de 2123pb nos mesmos sitios na constru¢do LMEIF4G1;.475 (N-
terminal+MIF4G) permitiu a obteng¢do do gene LmEIF4G1 completo, no plasmideo pET21d.
Em seguida, a partir da constru¢do pET21d-LmEIF4G1 foi reamplificado o gene LMEIF4G1
completo permitindo sua clonagem nos sitios BamH I/Not I do vetor procaridtico de
expressao pGEX4T3 (GE Healthcare®). O fragmento LMEIF4G2;.79s foi clonado nos sitios
Nco I/Xho I do vetor pET21d e reamplificado para clonagem nos sitios BamH I/Xho I no vetor
pGEX4T3. Os fragmentos do LMEIF4G3 foram clonados nos sitios Nco I/Not I dos vetores
pET21d e pGEX4T3nco (pGEX modificado contendo o sitio de Nco I no sitio multiplo de
clonagem — Tamara D’Carli Costa Lima, 2007, Dissertacdo de Mestrado em Genética -
UFPE). Os fragmentos génicos do LMEIF4G4 foram clonados nos sitios BamH I/Not I dos

plasmideos pGEX4T3 e pET21a (Danielle Maria Nascimento Moura, 2007, Dissertagdo de
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Mestrado em Genética - UFPE). Apos sequenciamento, foi necessaria a subclonagem dos
fragmentos génicos LMEIF4G437.765 € do gene LMEIF4G4 completo no vetor pET21a, obtidos
a partir da digestdo com as enzimas BamH I/Not I das respectivas seqiiéncias clonadas no
vetor pGEX4T3. Os fragmentos génicos do LMEIF4GS5 foram clonados nos sitios Nco I/Not I
do vetor pGEX4T3nco1. Através da digestdo da construgdo LMEIF4GS5; 455 com as enzimas de
restricdo Sal I/Not I e subclonagem do fragmento obtido de 1878pb nos mesmos sitios na
constru¢do LMEIF4G5 35782, foi obtida a seqiiéncia completa do gene LMEIF4GS5;.75
(LmEIF4GS5 completo) no vetor pGEX4T3 (Danielle Maria Nascimento Moura, 2007, dados
nao publicados). Em seguida, a partir da digestdo da constru¢do pGEX4T3-LmEIF4GS5 com as
enzimas Nco I/Not I, foi realizada a subclonagem do gene completo nos mesmos sitios no
plasmideo pET21d. A clonagem dos genes LMEIF4E1, LmEIF4E2, LmEIF4E3, LmEIF4Al ¢
LmEIF4AIIl (previamente denominados de LMEIF4A1 e LmMEIF4A2) nos plasmideos
pET21d, pRSETA (LmEIF4AIIl) e pGEX4T3 foi descrita previamente (Dhalia et al., 2005).
O gene LMEIF4E4 foi clonado de forma similar: Nco I/Not I no vetor pET21d e BamH I/Not I
no vetor pGEX4T3 (Eden Ribeiro Freire, 2005, Dissertagio de Mestrado em Genética -
UFPE). A partir da reamplificagdo do gene LmEIF4E3, usando primers 5’ internos, foram
gerados fragmentos menores de 888pb e 570pb que foram clonados nos sitios Nco I/Not I dos
plasmideos pET21d e pGEX4T3. Os genes homdlogos da PABP de L.major clonados nos
sitios BamH I/Hind III (LmPABP1) e BamH I/Not I (LmPABP2 ¢ LmPABP3), foram clonados
nos mesmos sitios do plasmideo pET21a e subclonado no pGEX4T3 (Tamara D’Carli Costa
Lima, 2007, Dissertagdo de Mestrado em Genética - UFPE). O gene TbEIF4G3 foi clonado
no vetor pGEM-T Easy (Promega®), flanqueado pelos sitios Hind III e Not I,. A partir da
clivagem com as enzimas de restrigdo Hind III (digestdo parcial) ¢ Not I, o TbEIF4G3 foi
subclonado nos mesmos sitios no vetor pET21a. A construgdo pET21a-ThEIF4G3 foi digerida
com BamH I (digestdo parcial) e Not I, e o referido gene foi também subclonado nos mesmos

sitios do vetor pGEX4T3. Ja o gene TbEIF4G4 foi clonado no vetor pGEM-T Easy,
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flanqueado pelos sitios BamH I e Not I. Em seguida, o gene ThEIF4G4 foi clivado do vetor
pGEM-T Easy, através de digestdo com BamH I (digestao parcial) e Not I, e subclonado nos
mesmos sitios nos plasmideos pET2la e pGEX4T3 (Danielle Maria Nascimento Moura,
2008, dados ndo publicados). Os genes TbEIFAI-III e ThEIF4E1-4 foram amplificados por
PCR ¢ clonados nos sitios Hind III ¢ BamH 1. Em seguida as construgdes dos genes
TbEIF4AI-III foram digeridas com as enzimas Eco RI (parcial) e Not I, e os referidos genes
foram subclonados no vetor pPGEX4T3 (Rafael Dhalia, 2005, Tese de Doutorado em Biologia
Molecular — UNB). As construgdes TOEIF4E1-4 foram digeridas do vetor pPGEM-T Easy,
com EcoR I e BamH I (digestdo parcial com BamH I para o genes ThEIF4E1 e TbEIF4E3), e
subclonados nos mesmos sitios do plasmideo pGEM3zf+ (Promega®) (Eden Ribeiro Freire,
2005, Dissertacdo de Mestrado em Genética - UFPE). O gene TbMago foi clonado nos sitios
BamH I e Hind III no vetor pPGEM3zf+ ¢ BamH I ¢ Not I no vetor pGEX4T3.

Para a realizagdo da clonagem génica, os plasmideos e os diferentes produtos de PCR
foram digeridos com enzimas de restri¢ao, separados por eletroforese em gel de agarose 0.8%,
purificados com o QIAEX Il Gel Extraction Kit (Qiagen®) e ligados utilizando a enzima T4
DNA  ligase (New England BioLabs®). Células de  Escherichia  coli
DH5a (Invitrogen®) foram transformadas com o plasmideo recombinante. As coldnias
obtidas foram crescidas em meio LB contendo 100 pg/mL ampicilina e utilizadas para
extracdo de DNA plasmidial segundo o método de lise alcalina (Sambrook e Russell, 2001).

As construgoes plasmidias, pET21a/d e pGEX4T3, foram linearizadas com enzimas de
restricao de corte tnico. A quantificagdo dos DNAs foi realizada através de diluicdes dos
plasmideos digeridos comparadas com concentragdes conhecidas do marcador 1Kb DNA
ladder plus (Invitrogen®). As amostras foram visualizadas apds corrida em gel de agarose
0.8% corado com brometo de etidio e quantificadas no programa da camara digital Kodak 1D
Image Analysis Software®. Todos os plasmideos obtidos neste trabalho foram quantificados e

seqlienciados como descritos a seguir.
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Tabela I11. Oligonucleotideos usados para amplificagdo e clonagem dos genes ou fragmentos

génicos nos vetores plasmidiais utilizados neste trabalho.

Genes de L.major Plasmideo S|t_|o~ Orientacao Oligonucleotideo
/ T.brucei restricao
LMEIF4G1, s  pET21d Afl TII Forward  GAACATGTTCATGGAAACACAGATTTG
LMEIF4G1,4;s  pET21d Not I Reverse  1GGCGGCCGCGCTCATGATGGAGGACTGCAG
LMEIF4G1 g 1016 pET21d Afl T Forward  GGACATGTTTATGTCGGTCCGGAAGG
LMEIF4G1 551016 pET21d Not I Reverse  TGGCGGCCGCCGATAAGTATGTGAGGACGG
LMEIF4G2,50s  pET21d Nco I Forward  GTAAACCATGGAGCACTCAGGTC
LMEIF4G2,,0s  pGEx4T3  BamHI Forward  GTGGGATCCATGGAGCACTCAGGTCGC
PET21d/ Xho I Reverse
LMEIF4G2,50s  pGEXAT3 TGCTCGAGCAGCATGGCACGCAGGCCATC
LMEIF4G3,65s  pET21d Nco Forward  1GCCATGGATGAAGTGGTGCGACGCC
LMEIF4G3, s  pET21d Nco I Forward  TGCCATGGAGTTCACCGTGGAGCAG
LmEIF4G326_635 / pET2 1d/ Not I Reverse
LMEIF4G3 s  pGEXAT3 TCGCGGCCGCCTTGGGGAAGCGCTCCTTG
LMEIF4G4, 3,/  pET21a/ BamHI  Forward
LMEIF4G4, 56  pGEXAT3 TTCGGATCCCCAATTATGCTCTTCAACCTG
LMEIF4G437.362/ pET2 la/
LMEIF4G4yes  pGEx4T3  BamHL  Forward = 55 A 100G AGCCGAACTTCTCGCTAGAG
LMEIF4G4, 5,/  pET21a/ Not 1 Reverse  TTGGCGGCCGCGTCGTTGTTGGTCGTGTTATT
LMEIF4G43,5,  pGEXAT3 v G
LmEIF4G437,765/ pETZla/ Not I R r
LMEIF4G4,,6s  pGEX4T3 CVEISe TTCGCGGCCGCCGTGTCGGGGTACATCTG
Neo 1 Forward  CCTCCATGGACAAGAACTACCCGGGCCGCAT
LMEIF4G5,45s  pGEXAT3 C
LMEIF4G5, 45  pGEX4T3  Notl Reverse  1TCGCGGCCGCCTCGTAGTCAGGAATCCGTG
LMEIF4GS 3 55»  pGEX4T3  Neol Forward  cGACCATGGACGACATGGAGAACAAC
LMEIF4GS5 357,  pGEX4T3  Notl Reverse  TTCGCGGCCGCCTTCCGCTCCTTGATGGCCTC
pET21d/ Nco I Forward
LMEIF4E3s5,59  pGEXAT3 TGCCATGGCCGCGACATCGACGC
pET21d/ Nco I Forward
LMEIF4E3 1030  pGEXAT3 TGCCATGGCGTCTAATAGCTCCC
tmggzggs“-349/ E(E}&lf% Not T Reverse  TGGCGGCCGCGAACGTGTGATCGGGCG
160-349
PGEMT- 1 porvard  AAGCTTCCGCCACCATGCACGTCTACACCATC
TbEIF4G3 Easy G
pGEM T- Not I Reverse
TbEIFAG3 Easy v GGATCCAGTCAAGGTCCCCTTCCC
TCTGGATCCCCCGCCACCATGCTGTTCAAACC
pGEM T- Bam HI Forward T
ThEIF4G4 Easy CGTGG
PGEMT- ot 1 Rever
TbEIF4G4 Easy CVEISe GGATCCCGCATATATAACTGAGAGTTC
PGEM3zf+/ o o oo TCTGGATCCCCCGCCACCATGCAGTCTTGTC
TbMago pGEX4T3 TTCAC
Hind I Rever TCTAAGCTTCTACCACGCCTTGATTTTAAAAT
TbMago pGEM3zf+ everse G
TbMago pGEX4T3 Not I Reverse  TCGCGGCCGCCCACGCCTTGATTTTAAAATG

67



4.2 - Sequenciamento das construcées plasmidiais

Para a reacdo de seqlienciamento dos plasmideos pET21a/d e pGEX4T3 contendo os
diferentes insertos de L. major ou T. brucei, foi utilizado o kit big Dye reagentes da Applied
Biosystems (bigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction v3.1®) A reagao se deu
com a adi¢do de 1uL [3.2 pmoles/ uL] de oligonucleotideos iniciadores de DNA (M13F e
M13R), 0.5uL de bigDye, 1uL de tampao [200mM Tris-HCI e SmM MgCl, pH 9.0], 300 a
500ng de DNA plasmidial e quantidade suficiente de dgua para completar 10uL. As misturas
foram incubadas a 95° C por 5 minutos, e imediatamente incubadas no gelo. Apds 35 ciclos
[desnaturacdo (96° C por 45 segundos), anelamento (50° C por 30 segundos) e extensdo (60°
C por 4 minutos)]. Os DNAs foram precipitados com isopropanol com concentracdo final de
50% (v/v), por 30 minutos a temperatura ambiente, lavados com etanol a 60% (v/v) e
solubilizados em 15uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems®) .

No seqiienciador automatico, modelo ABI Prism 3100 (Applied Biosystems), foi
utilizado o polimero POP6 em capilares de 50 cm, e a andlise do seqiienciamento realizada
utilizando os programas 3100 Data Colection versdo 1.1 e Sequencing Analysis versao 3.7
também da Applied Biosystems. As seqiiéncias obtidas foram analisadas através dos
programas SeqMan'™ II, EditSeq™, Megalign'",MapDraw ", pacote de programas

Lasergene, versdao 4.01, DNASTAR® Inc., Madison, WI).
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4.3. Expressao e purificacdo de proteinas recombinantes

Para expressar as proteinas recombinantes fusionadas a uma seqiiéncia de poli-
histidinas (genes clonados nos vetores de expressao pET21a, pET21d) ou Glutationa-S-
Transferase (GST) (genes clonados no vetor de expressio pGEX4T3), as construgdes
plasmidiais foram inseridas em cepas BL21star (Invitrogen®) ou BLR (Novagen®) de
Escherichia coli. As bactérias foram transformadas por choque térmico, sendo incubadas com
os DNAs a 4°C/30 minutos antes de sofrerem choque térmico a 37°C/5Sminutos. As bactérias
transformadas foram semeadas em placas de Petri contendo meio agar LB solido [na presenga
de ampicilina (100 pg/ml), para BL2Istar, ou ampicilina (100pug/ml)/tetraciclina (12
ug/ml)/cloranfenicol (20 pg/ml), para BLR], ¢ em seguida foram incubadas a 37°C por 18
horas. As coldnias obtidas foram inoculadas em 15 ml de meio LB liquido contendo
antibidticos, como descrito anteriormente, e foram crescidas a 37°C, sob agitagdo de 150 rpm
por 18 horas. Para a indug¢do da expressao das proteinas recombinantes, aliquotas de 1-10 ml
das culturas obtidas foram inoculadas separadamente em 500 ml de meio LB com ampicilina
(100pg/ml) crescidas a 37°C sob agitacdo de 150 rpm, e o crescimento bacteriano foi
monitorado pela aferi¢do em espectrofotdometro (comprimento de onda de 600 nm) até atingir
a densidade optica (DO) entre 0.5 ou 0.8. Apos a adi¢do de IPTG na concentracdo final de
0.lmM, a cultura permaneceu sob agitagdio por 4 horas a 30°C (DO igual a 0.5) ou
alternativamente por 1 hora a 25°C (DO igual a 0.8). As culturas foram centrifugadas a 9600 x
g durante 10 minutos, ¢ o sedimento bacteriano obtido foi ressuspendido em 20 ml de tampao
PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 4.3 mM Na,HPOy, 1.47 mM KH,PO,, pH 7.3) acrescido
de inibidor de proteases EDTA-free, de acordo com as instrugdes do fabricante (Roche®). Os
extratos bacterianos foram lisados por ultra-sonicacdo (6 pulsos de 30 segundos), acrescidos
de 1% final de Triton-X 1%, e centrifugados a 9600 x g por 10 minutos, a 4°C. O

sobredanante poés-lise resultante foi incubado com 200ul de Resina Ni-NTA Agarose
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(Quiagen®) ou Glutationa Sefarose (GE Healthcare®) (lavadas 3 vezes com 10 ml de PBS
(por 1h a 4°C sob agita¢dao) sendo em seguida as transferidas para tubos de 1.5 ml. Para as
proteinas fusionadas a cauda de poli-Histidinas, a resina foi lavada 3 vezes com 500ul de
PBS, 3 vezes com 500ul de tampdo de A (50mM NaH,PO,, 300mM e NaCl e 10 mM
imidazol), ¢ em seguida as proteinas recombinantes foram recuperadas da resina a partir da
obtencdo de eluatos resultantes de duas lavagens com 500ul de tampao de lavagem, contendo
0.5M de imidazol. Em todas as etapas da purificacdo foram usadas solugdes com
concentragdo de 10mM de imidazol, para evitar ligacao inespecifica de proteinas a resina Ni-
NTA Agarose. As proteinas ligadas a GST foram eluidas com 500ul de 20mM glutationa
reduzida (em 50 mM Tris-HCI pH 8.0) por 30 minutos e 500ul de S0mM glutationa reduzida
por mais 30 minutos. Aliquotas de todas as fases da purificagdo foram verificadas em gel 15%
SDS-PAGE e, em seguida, os eluatos obtidos foram submetidos a dialise. As amostras foram
transferidas para sacos de didlise de 6mm de didmetro (Sigma®) e incubadas em 700 ml de
tampao de dialise (44 mM Na,HPOy; 5,2 mM NaH,PO4; 50 mM NaCl; 5%Glicerol; 0,1%
Triton X-100), sob leve agitagdo por 6 horas a 4°C, sendo o tampao trocado 3 vezes a cada
intervalo de 2 horas. As proteinas purificadas foram analisadas em gel 15% SDS-PAGE
corados com azul de Coomassie R-250 (Sigma), sendo a quantificagdo realizada através de
dilui¢des seriadas das proteinas recombinantes comparadas com diluigdes seriadas de
concentragdes conhecidas de BSA no programa da camara digital Kodak 1D Image Analysis

Software®

4.4, Mutagénese sitio-dirigida

Os genes LMEIF4G3 e LmEIF4G4, clonados respectivamente nos vetores pET21a e

pET21d foram submetidos a reagdes de mutagénese sitio-dirigida utilizando o Kit

QuikChange 11 Site-Directed Mutagenesis (Stratagene®).
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4.4.1 Desenho dos Oligonucleotideos

Para desenhar os oligonucleotideos algumas recomendagdes foram seguidas, de acordo com
as recomendagoes do fabricante:
1. Ambos os oligonucleotideos, contendo as mutacdes de interesse, se anelam nas
mesmas regides em ambas as fitas de DNA.
2. Tamanho entre 25 e 45 bases, com temperatura de anelamento > 78 °C.
3. A temperatura de anelamento foi obtida através da formula:
Tm = 81.5 + 0.41 (%GC) - 675/N
4. As mutagdes foram posicionadas na regido central do oligonucleotideo distando de 10
a 15 bases de sua extremidade para ambas as dire¢des, sendo estas bases preservadas
na seqiiéncia original.
5. Os oligonucleotideos foram otimizados para terem um contetido de GC acima de 40%,

terminando em uma ou mais bases G ou C.

Tabela 1V. Caracteristicas dos oligonucleotideos obtidos, seguindo as recomendacdes do

fabricante.

Oligonucleotideos N°bases N°GC % GC %giizgzs %pgizgijgso Tm
Mutl 37 27 73 5 13,5 79,7°C
Mut2 37 27 73 5 13,5 79,7°C
Mut3 37 27 73 5 13,5 79,7°C
Mut4 37 27 73 5 13,5 79,7°C
Mut5 42 29 69 6 14,3 79,5°C
Mut6 42 29 69 6 14,3 79,5°C
Mut7 34 26 76,5 5 14,7 78,3°C
Mut8 34 26 76,5 5 14,7 78,3°C
Mut9 36 26 72,2 5 13,9 78,5°C
Mutl0 36 26 72,2 5 13,9 78,5°C
Mutl1 37 28 75,7 6 16,2 78,1°C
Mutl2 37 28 75,7 6 16,2 78,1°C
Mutl3 41 21 51,2 2 4,9 81,2°C
Mutl14 41 21 51,2 2 4,9 81,2°C
Mutl5 43 27 62,8 4 9,3 82,2 °C
Mutl6 43 27 62,8 4 9,3 82,2°C

71



Tabela V. Descricao dos oligonucleotideos utilizados para mutagénese sitio-dirigida dos

genes LmEIF4G3 e LmEIF4G4.

Nome Orientagdo Oligonucleotideo Mutacéo
LmEIF4G3 -
Mutl  Forward CGCCGTACCCGGGCGCTGCTGCGGATGAAGTGGTGCG FSL/AAA
LmEIF4G3 -
Mut2  Reverse CGCACCACTTCATCCGCAGCAGCGCCCGGGTACGGCG FSL/AAA
LmEIF4G3 -
Mut3  Forward GCTTGACGCAGACGGCGGCGGCGCGCGGTGAGAATGC KLV/AAA
LmEIF4G3 -
Mut4  Reverse GCATTCTCACCGCGCGCCGCCGCCGTCTGCGTCAAGC KLV/AAA
LmEIF4G3 -
Mut5  Forward CGACTGCTGCACGGCACAGCGGCCGCGCTCACAGAGGAGAAC LNK/AAA
LmEIF4G3 -
Mut6  Reverse GTTCTCCTCTGTGAGCGCGGCCGCTGTGCCGTGCAGCAGTCG  LNK/AAA
LmEIF4G4 -
Mut7  Forward CCTGAGCCGAACGCCGCGGCAGAGCGCGTGCTGC FSL/AAA
LmEIF4G4 -
Mut8  Reverse GCAGCACGCGCTCTGCCGCGGCGTTCGGCTCAGG FSL/AAA
LmEIF4G4 -
Mut9  Forward GGCGGAGATTCCTGCGGCCGCCACGTCCGAGAACGG KLV/AAA
LmEIF4G4 -
Mutl0 Reverse CCGTTCTCGGACGTGGCGGCCGCAGGAATCTCCGCC KLV/AAA
LmEIF4G4 -
Mutll Forward CCGCGTTCAGGGCTCGGCGGCCGCGCTCACCGACAAG LNK/AAA
LmEIF4G4 -
Mutl2 Reverse CTTGTCGGTGAGCGCGGCCGCCGAGCCCTGAACGCGG LNK/AAA
LmEIF4G4-
M20Y,S,D ou
A- Primer
Mutl3  Forward GGAGAAGGTGAAGAACCAGKMTACGCTTGCCGACATTCTCG degenerado
LmEIF4G4-
M20Y,S,D,
ou/A- Primer
Mutl4 Reverse CGAGAATGTCGGCAAGCGTAKMCTGGTTCTTCACCTTCTCC degenerado
LmEIF4G4 -
Mutl5 Forward CCAGATGACGCTTGCCGACGCTGCCGCTTTTCGCGACACATGG 125A/L26A
LmEIF4G4 -
Mutl6 Reverse CCATGTGTCGCGAAAAGCGGCAGCGTCGGCAAGCGTCATCTGG 125A/L26A

4.4.2 Reacdo de mutagénese

Inicialmente os oligonucleotideos liofilizados, sintetizados em um total de 25nM,

foram dissolvidos em agua deionizada para uma concentracdo estoque de lpg/pl. Apos a

confirmagdo da concentragdo e integridade em gel de agarose 1% corado com brometo de

etidio, estes oligonucleotideos foram diluidos para a concentragdo de uso de 25ng/ul.

Maxipreparacdes das constru¢des plasmidias pET-LMEIF4G3-4 foram linearizadas com Nco [
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(LmEIF4G3) e BamH I (LmMEIF4G4) e quantificadas em gel, corado com brometo de etidio,
como descrito no toépico 4.1. As quantificagdes foram ainda confirmadas por
espectrofotometria. A mutagénese sitio-dirigida foi realizada numa reagdo contendo: Sul. de
tampao de reacdo 10 vezes concentrado, Sul. de plasmideo (6mg/ul - 30mg), SuL do
oligonucleotideo 1 (25ng/uL - 125 ng), SuL do oligonucleotideo 2 (25 ng/ul -125 ng), 1uL de
dNTPs (Stratagene®), 28uL de agua deionizada e 1uLL de DNA polimerase PfuUltra HF (2.5
U/uL). As condigdes utilizadas na reacdo de PCR foram: 95°C por 30 segundos, 55°C por 1
minuto e 68°C por 7 minutos (16 ciclos). Como controle da reagdo foi utilizado o plasmideo
pWhitescript™, que contém um coédon de parada (TAA) dentro do gene da p-galactosidase na
posicdo onde deveria haver uma Glutamina (CAA - pBluescript), e oligonucleotideos que
permitem reverter esta mutagdo. Apos a reagdo, 10uL de cada amplificagdo foram resolvidos
em gel de agarose 0.8%, contendo brometo de etidio, e visualizados em transiluminador UV.
Em seguida, as reagdes foram digeridas com 1uL da enzima Dpn I (10 U/uL) a 37 °C/1h, que
digere os plasmideos ndo-mutagenizados. Bactérias XL1-Blue eletrocompetentes,
previamente preparadas em nosso laboratorio, foram transformadas com 1-5uL das reagdes de
mutagénese (tratadas com Dpn 1) através de um choque elétrico de 2kV. Apos a descarga
elétrica, as bactérias foram inoculadas em 1 ml de meio LB puro por 1 hora (para
recuperacdo) e semeadas em placas contendo LB so6lido com ampicilina (100 pg/ml), a 37° C
por 18 horas. Para avaliar a eficiéncia de transformagao, 1ul do plasmidio pUC19 (0,1ng) foi
transformado nas mesmas condi¢des. Alguns clones transformantes, oriundos da mutagénese,
foram inoculados em 2ml de meio LB contendo ampicilina, crescidos a 37°C por 18 horas e
submetidos a minipreparagdes de DNA (Sambrook e Russell, 2001). Os plasmideos
resultantes, obtidos foram quantificados e seqiienciados, para a confirmagdo das mutagdes

inseridas.
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4.5 - Transcricao e expressdo de mRNAs sintéticos

Para transcri¢@o in vitro, com a enzima T7 RNA polimerase, primeiro as diferentes
construgdes plasmidiais foram linearizadas com as seguintes enzimas de restri¢do:
[LMEIF4G1, LmEIF4G3-5, LmEIF4E1-4, LmEIF4AIl, LMEIF4G3gsi/ana, LMEIF4G3kv/aaa,
LMEIF4G4gsiana, LMEIF4G4yn0y, LMEIF4G4ypos, LMEIF4G4yzoop, LMEIF4G4yzp0a €
LmEIF4G4y., (clonados nos vetores pET21a ou pET21d, com Not I)]; [LmEIF4G2, LmEIF4AI
e LmEIF4AIII (clonados nos vetores pET21d ou pRSETA, com Xho I)]; [LMEIF4G3nk/ana,
LmEIF4G4k1v/iaana, LMEIF4G4;nkana (clonado no pET21a ou pET21d com Pwvu I)];
[TOEIF4E1 e TOEIF4E3 (clonados no vetor pGEM3zf+ com Xba I)]; [TOEIF4E2 e TbEIF4E4
(clonados no vetor pGEM3zf+ com BamH I)]. O gene codificando o e[F4G humano foi
obtido a partir de uma construgao no pBluescript KS (Melo et al., 2003), linearizada com Sac
I. As reacdes de transcricdo foram realizadas em um volume final de 50uL contendo: SuL
tampao de transcri¢do 10 vezes concentrado (400mM Tris-HCI pH 8.0, 150mM MgCl,), 2uL
de solucdo de rNTPs [100mM-ATP, CTP, UTP e 10mM-GTP (GE Healthcare®)], SuL de
10mM m’-GTP (New England Biolabs®) a 5 mM na reagdo, 0.5uL de 1M DTT, 1.5 pL de
inibidor de RNAse (GE Healthcare®), 2ul. T7 RNA polimerase SU/uL (Usb®), 3ug de DNA
plasmidial e 3 pg de DNA plasmidial cortado com enzima de restri¢cdo 3’ imediatamente apos
0 gene, ¢ dgua deionizada, tratada com DEPC, para S0uL final. A reac¢do foi incubada por 2
horas a 37°C, ap6s os 30 minutos iniciais foi adicionado 0.5 pl de 100mM GTP, e apds mais
30 minutos foi adicionado 0.5ul de T7 RNA polimerase. Ao término das reagdes de
transcricdo, 1pL de cada transcrito sintetizado foi analisado em gel de 1% agarose corado
com brometo de etidio. Os mRNAs sintéticos obtidos foram extraidos em fenol/cloroformio
1:1, precipitados com 100% etanol / 0,3M NaCl e ressuspendidos em 20uL. dgua deionizada

tratada com DEPC. Aliquotas de 0.1uL, 0.2ulL e 1 pL. dos RNAs purificados foram traduzidas
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em lisado de reticuldcito de coelho (RRL), de acordo com as recomendagdes do fabricante
(Promega®): 3.6uL de lisado, 0.2puL de solugdo de aminoécidos livre de metionina, 0.2uL de
metionina marcada com >°S-10pCi/ pL e 1uL de RNA. As reagdes de traducdo foram
realizadas na temperatura de 30°C, durante 90 minutos. Apoés a traducdo, aliquotas de SuL de
cada amostra foi acrescida de tampdo de amostra para, gel de SDS-PAGE, e submetida a
migracdo por eletroforese. Apds a migragdo, o gel foi corado com azul de Coomassie R-250
(Sigma®) e submetido a secagem em papel de filtro a 70°C, durante uma hora, sob vécuo.
Para a visualizag¢io das proteinas recombinantes marcadas >°S, o gel foi exposto a um filme de

autoradiografia (BioMax MR, Kodak®), que foi em seguida revelado.

4.6 - Ensaio de interacdo proteina-proteina (Pull-Down)

Para os ensaios de interagdo proteina-proteina (pull-down), as resinas Ni-NTA
Agarose ou Glutationa Sefarose 4B foram previamente equilibradas com o tampao de ligacao
B (100mM KCI, 1 mM MgCl,, 50mM Hepes pH 7.2, 0.2% NP-40, 5% glicerol). O tampao B
foi acrescido de 10mM imidazol nos ensaios com as proteinas de fusdo com cauda de poli-
Histidinas, para evitar ligacdes inespecificas com a resina Ni-NTA Agarose, enquanto nos
experimentos com as proteinas de fusdo GST a resina Glutationa Sefarose 4B foi previamente
bloqueada com 10ug/pL. de BSA, com a mesma finalidade. Para cada ensaio,
aproximadamente 10ul de cada resina bloqueada foi incubada com 2ug de proteina
recombinante em um volume final de 200uL (em tampao B), durante 1 hora/sob agitacdo/ a
4°C. As resinas foram lavadas duas vezes com tampédo B e incubadas com SuL de proteinas
marcadas radioativamente (no volume final de 200uL em tampdo B), durante 2 horas/sob
agitagdo/a 4°C. Ap0s trés lavagens com 500 uL de tampdo B, as proteinas ligadas as resinas

foram eluidas com 40uL de tampdo de amostra para SDS-PAGE e 10uL de cada amostra
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foram submetidas a eletroforese em gel 15%. Os géis foram corados com azul de Coomassie
R-250, para a visualizagdo das proteinas recombinantes e submetidos a autoradiografia (como
descrito anteriormente) para visualizagio das proteinas radioativas marcadas com S
(Einarson, 2001; Dhalia et al., 2005). A figura 4 ilustra um ensaio de interagdo proteina-
proteina, pull-down, entre uma proteina recombinante fusionada a GST e uma proteina

marcada radioativamente com >°S.
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Captura na Glutationa Sefarose 4B (G5) eucaridtico contendo ™ 5

3 G5

(e

Mistura e incubagao
2haad

2 Ok

Lawagern eEqu;xu do Compleso

lIEI—B

Eletroforase em Gel seguido
por autoradiografia

Figura 15. Esquema da técnica de Pull-Down usando a proteina isca (I) expressa em
bacteria e a proteina presa (P) expressa em sistema de traducéo de mamiferos (marcada
com *S). 1- A seqiiéncia codificando para a isca (I) foi clonada no vetor pGEX4T3; 2-
Expressdo da proteina I fusionada a GST, em E. coli. 3- A proteina GST-I purificada,
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dialisada e quantificada foi imobilizada na resina Glutationa Sefarose 4B (GS); 4- A
seqliéncia codificante para a proteina presa (P) foi clonada nos vetores pET21a, pET21d ou
pGEM3zf+, que permitem a sua transcrigdo in vitro; 5- Sintese da proteina *°S-P, em sistema
de tradu¢do de mamiferos; 6- Uma aliquota da proteina GST-I, imobilizada na resina GS, ¢
incubada com a proteina **S-P por duas horas a 4°C; 7- Apos lavagens, para remover ligagdes
inespecificas, as proteinas presa e isca sdo eluidas da GS. As proteinas sdo em seguida
fracionadas em SDS-PAGE 15%, corado com azul de Coomassie R-250 para visualiza¢do das

proteinas recombinantes e as proteinas radioativas foram detectadas por autoradiografia.

4.7. Ensaios de Western-blot

Anticorpos contra as proteinas TOEIF4AI-III (Dhalia R, tese de doutorado em biologia
molecular), , foram utilizados em ensaios de Western-blot. Proteinas recombinantes e extratos
de parasitas foram fracionadas em SDS-PAGE 12,5% e transferidas para membrana de
transferéncia Immobilon-P PVDF (Millipore®), para a realizacdo de ensaios de detecgdo
utilizando os referidos anticorpos. A membrana foi bloqueada em solu¢do de TBS (20mM
Tris, 500mM NaCl, pH 7,5), 5% leite desnatado e 0,05%Tween-20. em temperatura
ambiente/sob agitacdo/ por uma hora. Em seguida, foi incubada com os respectivos soros
policlonais imunopurificados (Dhalia et al., 2005), em dilui¢des variadas, em solugdo de TBS,
1% leite desnatado e 0,05%. Tween-20 nas mesmas condi¢des ja relatadas. Apos lavagem
com TBS, a membrana foi incubada com o segundo anticorpo (anti-IgG de coelho conjugado
a peroxidase), numa diluicdo de 1:10,000, nas mesmas condi¢des anteriores. Apds nova
lavagem com TBS, a membrana foi incubada (1 minuto/temperatura ambiente) com uma
solugdo contendo 1,2mM luminol, 0,4mM iodofenol (diluido em DMSO) e 0,03% perdxido
de hidrogénio para a reagdo de quimioluminescéncia (ECL - Enhanced Chemiluminescent). A
membrana foi seca com papel de filtro, exposta contra filme especifico para ECL(GE
Healthcare®),em intervalos de 1, 5 e 10 minutos, que foi revelado através de sua incubacao

em solucdo 1:2 dektol (Kodak®), seguida de fixacdo em solucdo de 4cido acético.
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5. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho podem ser agrupados em quatro topicos distintos devido
as diferentes abordagens utilizadas para responder a questionamentos especificos, sendo cada
um deles relacionado a producdo de um artigo cientifico diferente. O primeiro, foco central
desta tese, retine um conjunto de experimentos de interagdo do tipo pull-down que teve como
objetivo, identificar ¢ mapear dominios nos homdélogos do eIF4G responsaveis pela interagao
com homologos de outras subunidades do complexo eIF4F (elF4E/elF4A). Aminoacidos
importantes para estas interagdes foram identificados, a partir de proteinas mutagenizadas em
sitios especificos. Estes resultados, juntamente com dados in vivo das proteinas ThEIF4G3-5,
serdo em breve publicados no artigo cientifico “Two elF4G Homologues Conserved in
Trypanosomatid species display functional differences compatible with roles in two
diverged elF4AF complexes”, no qual serei primeiro autor, junto com a doutoranda Danielle
Nascimento Moura, uma vez que ambos os autores contribuiram igualmente para o trabalho.
O segundo topico, aborda os resultados de interacdo entre os homoélogos do elF4G/dominios e
trés homologos da PABP em Leishmania major. Estes resultados, juntamente com dados
funcionais das PABPs de L. major, serdo publicados no artigo cientifico “Functional
Characterization of Three Different Leishmania PABP Homologues with Distinct RNA
Binding Properties”, em fase final de redacao, onde serei co-autor. No terceiro topico, foram
realizadas andlises comparativas das intera¢des entre os homologos EIF4G3-4 aos EIF4E3-4
,de L. major e T. brucei, e os resultados obtidos fardo parte do manuscrito “Characterization
of Multiple Homologues of the cap binding protein (elF4E) from Trypanosoma brucei”,
em fase final de redag¢do, onde também serei co-autor. No quarto, e ultimo topico, foi
realizado um estudo da fungdo dos elF4As em T. brucei. Neste trabalho foram determinados
os niveis intracelulares das proteinas TOEIF4AI e ThEIF4AIII nas suas formas prociclicas e

sanguineas, além da avaliagdo do efeito causado pela deplecao da proteina TOEIF4AIIl (em
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extratos da forma prociclica) apés interferéncia de RNA, que permitiram minha participagao,
como co-autor, no trabalho “The two elF4A helicases in Trypanosoma brucei are
functionally distinct”, publicado na revista “Nucleic Acids Research” no ano de 2006.
Adicionalmente, as proteinas e¢IF4A de T. brucei foram testadas quanto sua capacidade de
interagdo com a proteina TbhMago, possivelmente relacionada a algum mecanismo de
degradagao de mRNA em T.brucei, abrindo a possibilidade de inicio de uma nova linha de

pesquisa em nosso laboratorio.

5.1. Estudo da interacdo entre homologos do elF4G com as demais subunidades do

complexo elF4F e PABP, em L. major

Em animais, plantas e leveduras para que o processo de traducdo seja iniciado ¢
importante a montagem do complexo elF4F, através de interagdes especificas entre as
subunidades eIF4E, elF4A e elF4G (Marintchev et al., 2009). A ocorréncia de multiplos
homologos de cada uma destas subunidades nos tripanosomatideos indica a existéncia de mais
de um complexo elF4F nestes parasitas, ou entdo que apenas um dos homoélogos de cada
subunidade participe na composi¢ao de um tnico elF4F. Neste ultimo caso, fica em aberto
qual seria a fun¢ao dos demais homoélogos de cada subunidade e como estes interagiriam entre
si. Do ponto de vista experimental, o foco principal deste topico foi a determinacao das
interagdes existentes entre os homologos de elF4G encontrados em L. major e seus possiveis
parceiros funcionais dentro do complexo elF4F. Além disso, quando possivel, buscou-se
mapear os sitios/motivos de ligagdo responsaveis pelas interagdes identificadas, de forma a
verificar elementos conservados e ou divergentes em relagdo ao que se sabe sobre essas
interagdes em outros eucariotos.

Como resultado de trabalhos anteriores (Reis C., Dissertacdo de Mestrado 2004;
Moura D., Monografia de Conclusao de Curso 2004; Dhalia et al., 2005; Dhalia R., Tese de

Doutorado 2005), parte dos genes codificando para os 5 homoélogos de eIF4G de L. major ja
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estavam total ou parcialmente clonados, em diversos plasmideos, quando do inicio deste
doutorado. Neste trabalho, foram selecionados os vetores de expressao pET2la/d e/ou
pGEXA4T3 para a expressdo dos homologos em questdo, em Escherichia coli, como proteinas
recombinantes fusionadas a uma seqiiéncia de poli-histidinas (HIS) ou a proteina Glutationa
S-transferase (GST), respectivamente. Os fragmentos clonados no vetor pET21a/d também
permitiram, por transcri¢do ¢ tradugdo in vitro, a producdo das respectivas proteinas marcadas
com S com ou sem a seqiéncia de poli-histidinas. Ao longo deste trabalho novas
construcdes foram realizadas, de forma a se obter o perfil completo dos homoélogos de eIF4G
em L. major em ambos os plasmideos e, quando possivel, foram obtidos os genes completos e
dominios relevantes destas proteinas. A figura 16 ilustra, de uma forma esquematica, o
conjunto de construgdes obtidas para os diferentes ensaios de interagdo proteina-proteina, do
tipo pull-down, realizados. Todas estas construgdes foram confirmadas por sequenciamento, e
as seqiiéncias obtidas foram comparadas com aquelas geradas pelos projetos genomas dos
tripanossomatideos. A figura 17 mostra um alinhamento do dominio MIF4G, das cinco
proteinas candidatas a eIF4G de L. major. Foi a presenga deste dominio que possibilitou
encontrar os homologos ao elF4G no banco de dados de seqiiéncias genomicas do parasita,
visto ser a regido mais conservada. Nos ensaios de afinidade investigou-se entdo a interacao
entre os homologos de elF4G, e/ou regides contendo o dominio MIF4G com os homoélogos ao

elF4A, eIF4E ¢ PABP de L. major.
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Figura 16. Esquema das proteinas LmEIF4Gs, e dos varios fragmentos utilizados nesse
trabalho, destacando possiveis dominios de ligacdo a outras proteinas. Esta figura
demonstra todos os fragmentos obtidos para cada uma das proteinas, bem como as proteinas
de fusdo obtidas de acordo com as clonagens realizadas. Todos os genes completos foram
clonados, com exce¢do do gene codificante a proteina LMEIF4G2. Os tracos pretos
representam os primers utilizados para a obtengdo dos diferentes fragmentos génicos, a partir
da reagdo em cadeia da polimerase, utilizando DNA total de L. major. Para obtengdo dos
genes completos LMEIF4G1 e 5 foram realizadas subclonagens utilizando diferentes

construcdes contendo diferentes regides dos genes em questao.
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HseIF4GI 889 DVLD-MRGS- NVPRRGDQ- GPKTIQQIHK EA 970
ScelF4G 777 DIKE-IBSHDK N@INSDKKDN- GPKTIQQIHE EE 871
TaelF4G 370 DLID-IBYSN- N@VPRRAEI- KAKTISEIHT EA 456
LmEIF4G1 367 DLSD-MNKKQ GVSTERVMR EADSCDDLQR SS 455
LmEIF4G2 630 STVDGIMRAML PKEPASPMMS GTPSVAAFVT PQ 727
LmEIF4G3 218 DLLD-MMRKR- GRGLKPKPV- KAALPPSHGK DK 305
LmEIF4G4 256 NLLE- D- GKPKESPAQ GSSGGSADDS NN 357
LmEIF4G5 327 NFLETMSNN- -IVPLHGPGA RRTEGGGNAA QG 414
PAIP1 306 KLVE-BRSS- NRG-R--VH- ATST----YR EA 390

Figura 17. Alinhamento no Clustal W comparando as sequiéncias polipeptidicas do MIF4G dos cinco
homologos do elF4G de L. major com o dominio equivalente no homem, levedura, planta e na
proteina PAIP-1 de humanos. Aminoacidos idénticos em mais de 60% das seqiiéncias estdo coloridos em
preto, enquanto aminoacidos definidos como similares (baseado na matriz BLOSUM 62) estdo coloridos
em cinza. Quando necessario, foram inseridos espagos dentro das seqiiencias (tragos) para permitir um
melhor alinhamento. Mutagdes selecionadas no e[F4G de mamiferos, que reduzem a afinidade de ligacao
pelo elF4A, sdao mostradas como se segue — A: R723D, R726D e K731D (Marcotrigiano et al., 2001); B:
R781D e K787D (Marcotrigiano et al., 2001) 1: L729A, L732A e F737A (Imataka e Sonemberg, 1997); e
4: R935A e F938A (Imataka e Sonemberg, 1997). A mutacdo R801D/K802D nio altera a ligacao a elF4A,
entretanto abole a ligacdo a IRES. Setas duplas indicam aminoacidos que abolem a interagdo ao elF4A
quando individualmente mutados para alanina. * indicam aminodcidos conservados que nao interferem
com a ligacdo a elF4A quando mutados. Numeros de acessos no GenBank: elF4GI humano (Hs)—
Q04637; levedura Tif4631p (S. cerevisae, SCy—NP 011678; planta elFiso4G (T. aestivum, Ta)—Q03387;
PAIP1 humana—NP 006442.
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5.1.1. Estudo da interacéo entre homologos do elF4G/elF4A em L. major

Com o objetivo de investigar a presen¢a de um ou mais complexos elF4F em L. major,
e definir quais homologos das subunidades participariam de sua composicdo, proteinas
recombinantes e marcadas com *°S foram produzidas e utilizadas em ensaios de interagdo
proteina-proteina do tipo pull-down. Através desta técnica ja foi validado o e[F4A humano
recombinante se liga eficientemente ao elF4G humano radioativo, e que a regido central
(MIF4G) da proteina LMEIF4G3 ¢ capaz de interagir com o LmEIF4AI, enquanto o mesmo
ndo ocorre para a regido similar das proteinas LMEIF4G1 ¢ 2 (Dhalia et al., 2005). Para
avaliar a interacdo entre homologos do elF4G e elF4A de L. major, as proteinas LMEIF4G
foram sintetizadas com *°S em, sistema de tradugio eucaridtico e as proteinas recombinantes
LmEIF4A foram produzidas em Escherichia coli, em fusao a GST.

As proteinas LMEIF4G1-5, marcadas com *°S, foram testadas quanto a sua capacidade
de ligar-se as proteinas GST-LMEIF4AI e/ou GST-LmEIF4AIII. Nos ensaios de pull-down, as
proteinas fusionadas a GST sdo pré-incubadas com a resina Glutationa Sefarose 4B e em
seguida incubadas com as proteinas marcadas com >°S. A resina é entdo coletada, lavada para
remog¢ao de interagdes inespecificas e as proteinas retidas sdo analisadas por eletroforese
desnaturante, em gel de poliacrilamida. Apenas no caso de interagdes especificas, entre as
proteinas com GST e aquelas marcadas com *°S é que as proteinas radioativas vdo ser
detectadas junto a resina. Como pode ser visto na Figura 18, apenas a proteina LmMEIF4G3 ¢
capaz de se ligar eficientemente ao LMEIF4AI. As proteinas LmEIF4Gl1, 2 e 4 sdo capazes de
interagir com o LMEIF4AIl, porém de forma muito mais fraca quando comparados ao
LmEIF4G3. A proteina LMEIF4AIIl ¢ capaz de interagir fracamente com o homodlogo
LmEIF4G12,.70s. Vale ressaltar a total auséncia de ligagao entre o LMEIF4GS5 e os dois

homologos de elF4A.
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Figura 18. Analise de interacdo entre os homologos ao elF4A e os homologos ao elFAG
de L. major. As proteinas recombinantes GST, GST-LmEIF4AI ¢ GST-LmEIF4AIIl foram
imobilizadas em resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com as proteinas LMEIF4G1-5
marcadas com »°S. O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionados em
gel 15% SDS-PAGE e corados com azul de Coomassie. Os painéis inferiores representam as
autoradiografias mostrando as proteinas marcadas com *°S. Ligagdes especificas, entre as
proteinas marcadas com >°S e as proteinas fusionadas com GST, estdo indicadas por setas nas
autoradiografias. Os numeros a esquerda dos painéis sdo referentes a marcadores de peso

molecular, em kDa.
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5.1.2. Estudo da Interacdo entre os homologos elF4G/elF4AE em L. major

Para a validagdo dos ensaios de interacao elF4G/elF4E, inicialmente foi imobilizado
na resina Glutationa-Sefarose a proteina GST-eIF4E de Xenopus laevis que foi incubada com
a proteina eIlF4G humana marcada com »°S. Como esperado, o eIF4G humano ligou-se
eficientemente ao elF4E de Xenopus laevis (Figura 19). O proximo passo foi incubar, nas
mesmas condigdes, cada um dos homologos do elF4E (GST-LmEIF4E1-4) com cada um dos
homoélogos do eIF4G (*°S-LmEIF4G1-5). O LmEIF4G4 ligou-se eficientemente ao LMEIF4E3
e fracamente ao LmMEIF4E4 (Figura 20). A interagao ocorreu independentemente do fato da
proteina GST-LMEIF4E3 ter apresentado um perfil de degradagdo especifico, indicando que
um dos fragmentos protéicos (oriundo da degradagdo) deve conter o motivo integro para
interacio com a proteina *°S-LMEIF4E3. A proteina LmEIF4G3 parece ligar-se a todos os
homologos do elF4E, preferencialmente ao LmMEIF4E3. Em relagdao aos demais homoélogos do
elF4G (LmEIF4G1, LmEIF4G2,.79s ¢ LMEIF4GS5) nao foi detectada nenhuma interagao

especifica quando incubados com os homoélogos do elF4E no ensaio realizado (Figura 20).
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Figura 19. Andlise da interagdo entre o elF4E de Xenopus laevis e 0 elF4G humano. As
proteinas recombinantes GST (controle negativo) e GST-eIF4E Xenopus foram imobilizadas
em resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com o eIF4G humano marcado com *°S. O

painel da esquerda representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel 15% SDS-PAGE
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corado com azul de coomassie. O painel da direita representa a autoradiografia mostrando a

ligacdo especifica entre o eIF4E de Xenopus e o e[F4G humano (seta).

& & &
& FE & &
£ ¥R
@ -.@‘b .-Q' &:‘r*{t c,;\:'\-"& é.a F c‘{’c\:‘r*{t
RO FFEFF S
[ e
- -
i3 ',,' A Coomassie Blue
. -
30
B - ==
35
- S-LmEIF4G1
- 35
‘ S-LmEIFAG?
1-705
e T
. S-ILmEIFAG3
T"‘ 35
- S-ImEIF4G4
35
' S-LmEIFAGS

Figura 20. Analise da interagdo entre os homdlogos ao elF4E e os homdlogos ao elF4G
de L. major. As proteinas recombinantes GST-LmEIF4E1-4 foram imobilizadas na resina
Glutationa Sefarose 4B e incubadas com as proteinas LMEIF4G1-5 marcadas com *°S. O
painel superior representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel 15% SDS-PAGE e
corados com azul de Coomassie. Os pain€is abaixo representam as autoradiografias
mostrando as ligagdes especificas entre os homologos ao elF4E e os homodlogos ao elF4G

35
marcados com ~°S (setas).

Para confirmar a interagdo obtida entre as proteinas LMEIF4G4 ¢ LmMEIF4E3, a
proteina LMEIF4G4 foi sintetizada contendo uma cauda de seis Histidinas (HIS) fusionadas a

sua regido C-terminal, marcada com S, ¢ imobilizada na resina Niquel-NTA Agarose. A
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resina contendo LMEIF4G4 marcada com S foi em seguida incubada com a proteina
LmEIF4E3 também marcada radioativamente Este ensaio corroborou a interacdo entre as

proteinas LMEIF4E3/LmEIF4G4 (Figura 21).
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Figura 21. Analise de interacdo entre 0 homologo LmEIF4G4 com o homologo LmEIF4E3
de L. major. A proteina *>S-LmEIF4G4-HIS foi imobilizada na resina Ni-NTA agarose,
incubada com *’S-LmEIF4E3 e eluida com 0,5M do competidor Imidazol. As amostras foram
fracionadas em gel 15% SDS-PAGE e submetidas a autoradiografia. O painel representa a
autoradiografia mostrando que ao desligar a proteina LmMEIF4G4-HIS da resina, a proteina

LmEIF4E3 também se desliga (setas).

5.1.3. Estudo dos dominios de Interacdo entre os hdmologos elF4G/elF4A e
elFAG/elF4E e em L. major.

Uma vez identificadas as interagdes especificas entre os homoélogos das subunidades
do elF4F de L. major, tornou-se importante estabelecer que regido/dominios das proteinas
elF4G poderiam estar mediando estas interagdes, com seus parceiros, tentando correlacionar
com semelhancas e/ou diferencas das interacdes ja descritas em outros eucariotos. Foram
escolhidas as proteinas LMEIF4G3-4, cujos resultados de interagdo as proteinas LMEIF4AI e
LmEIF4E3 foram considerados mais consistentes, para iniciar os ensaios de localizagdo de
dominios. Fragmentos génicos codificando para o dominio MIF4G (LMEIF4G3,6310 €

LmEIF4G437.362) e as proteinas LMEIF4G3-4 completas foram sintetizados com S, e as
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respectivas proteinas radioativas foram analisadas quanto a sua capacidade de ligar-se as
proteinas recombinantes GST-LMEIF4AI e GST-LmEIF4AIII (Figura 22A). Como ja descrito
anteriormente, o LMEIF4G3 liga-se ao GST-LMEIF4AI através de seu dominio MIF4G
(Dhalia et al., 2005), e aqui ¢ mostrado que a ligagdo também ocorre com a proteina completa.
Ja no caso do LMEIF4G4, embora a proteina inteira interaja com o LMEIF4AI (Figura 20B), o
dominio MIF4G isoladamente ndo parece ser capaz de realizar esta interagao.

Para identificar o dominio na proteina LMEIF4G4 envolvido na ligacdo as proteinas
LmEIF4AI e LmEIF4E3, construgdes plasmidais contendo as regides codificantes para as
regides N-terminal+MIF4G (LMEIF4G4,362), MIF4G+C-terminal (LMEIF4G437.765) € 0 gene
completo do LMEIF4G4 foram utilizados para a obtengdo das respectivas proteinas marcadas
com *°S. As proteinas obtidas foram incubadas (em ensaios de pull down) com as proteinas
GST, GST-LmEIF4AI e GST-LmEIF4E3. A proteina GST-LmEIF4E3 ¢ capaz de interagir
com o fragmento protéico N-terminal+MIF4G e com a proteina completa, entretanto essa
interagdo nao acontece com o dominio MIF4G+C-terminal (Figura 22B). Esse resultado
indica que o motivo de ligagdoda proteina LMEIF4G4 & LmEIF4E3 se encontra na sua curta
regido N-terminal, ou que esta regido seja necessaria para que a proteina assuma o
dobramento apropriado para que ocorra a ligagao. Outro dado relevante, obtido neste ensaio, ¢
que a proteina GST-LMEIF4AI interage com as proteinas C-terminal+MIF4G e proteina
completa LMEIF4G4, todavia o mesmo ndo ocorre com o N-terminal+MIF4G (Figura 22B),
corroborando o resultado da figura 22A que mostra a necessidade além do MIF4G, do
segmento C-terminal para que ocorra a interacdo com a proteina LMEIF4A1l. Esta regido,
como mostrado anteriormente, pode abrigar o dominio MA3 que também ligase ao e[F4A em

mamiferos.
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Figura 22. Andlise da interacdo entre os homologos do elF4A e elF4E com diferentes
dominios dos homologos EIF4G3-4 de L. major. As proteinas recombinantes fusionadas a
GST (LmEIF4Al, LmEIF4AIIl e LmEIF4E3) foram imobilizadas na resina Glutationa
Sefarose 4B ¢ incubadas com as diferentes proteinas EIF4G3-4 marcadas com *S. (A) O
dominio MIF4G do LmEIF4G3 e as proteinas completas LMEIF4G3-4 ligam-se a LmEIF4AL
A proteina LmMEIF4G3 completa também liga-se, mais fracamente, a LMEIF4AIII (setas). (B)
A regido N-terminal+MIF4G e a proteina completa LmMEIF4G4 interagem com a proteina
LmEIF4E3, enquanto o segmento protéico C-terminal+MIF4G e a proteina inteira se ligam a

proteina LMEIF4A1(setas).
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5.1.4. Alinhamento multiplo das sequéncias LmEIF4G3-4 e identificacdo de motivos

conservados

Das cinco proteinas homologas ao eIF4G, encontradas em L. major, as proteinas
LmEIF4G3 e LMEIF4G4 foram as Unicas capazes de ligar-se de forma satisfatoria aos
homologos elF4A e elF4E. Além disso, elas sdo as Unicas que apresentam homologia e
arquitetura semelhante, fora do seu dominio MIF4G, com os demais homologos de elF4G
descritos em outros eucariotos (Dhalia et al., 2005). O alinhamento da figura 23 mostra varios
segmentos conservados na regido N-terminal, o dominio central MIF4G e uma regido C-
terminal com alguns trechos conservados. Dentro da regido N-terminal destas proteinas,
algumas seqiiéncias se assemelham ao motivo de ligacdo [YXXXXL® (onde X pode ser
qualquer aminoacido e ® ¢ um residuo hidrofobico — L, M ou F)] ao eIF4E presente no elF4G
de outros eucariotos (Mader et al., 1995). Dois segmentos conservados nos homologos
EIF4G3-4 de L.major, assemelham-se ao motivo YX4L®. Estes sdo os motivos
FIYIMXXXXI/LR/L (aminoacidos 3-9 no LMEIF4G3 — FTVEQIR) e FSLXXV/IV/L
(aminoacidos 23-29 no LmEIF4G3 — FSLDEVV), com a segunda seqiiéncia mais conservada
quando comparada ao peptideo de ligacdo descrito. Um terceiro possivel motivo de ligagao ao
el[F4E ¢ encontrado apenas na regido N-terminal dos homdlogos do EIF4G4,
FN/KL/PRGI/VVIT (aminoacidos 3-9 no LmEIF4G4 — FNLRGIV), porém assumindo que
ambos homologos EIF4G3-4 deveriam interagir com parceiros do elF4E, usando seqiiéncias
similares, consideramos esta seqiiéncia ndo comum mas potencialmente candidata a ser um
motivo de ligagdo ao elF4E. Outro aspecto importante, relativo a curta regido N-terminal das
proteinas EIF4G3-4, ¢ que ela pode ndo abrigar a regido de ligagdo a PABP, diferentemente
do que tem sido mostrado para os homodlogos do elF4G de levedura e humano (Tarun et al.,

1997; Imataka et al., 1998).
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O alinhamento também destaca varias seqiiéncias conservadas entre os homologos
EIF4G3-4, posicionados dentro da regido C-terminal destas proteinas (Figura 23). Analises de
predi¢do das estruturas secundarias sugerem que estas regides sdao principalmente composta
de a-hélices, em contraste como os outros homologos ao elF4G nos tripanossomatideos. No
elF4G de mamiferos, o C-terminal das proteinas contém dois dominios HEATs compostos de
a-hélices também envolvidas em interagdes proteina-proteina, MA3 e W2 (Bellsolell et al.,
2006). Nenhuma homologia significativa, porém, foi observada entre o C-terminal do eIF4G
humano e os homoélogos EIF4G3-4, quando comparadas as seqiiéncias de proteinas em
analises utilizando a ferramenta BLAST. No entanto a presenga de dois residuos conservados
de triptofano (W), na regido C-terminal das proteinas de tripanossomatideos, nos orientou a
estudar algumas similaridades funcionais com o dominio W2 do elF4G de mamiferos,
considerando que ele também ¢é caracterizado pela presenca de dois residuos de W (Bellsolell
et al., 2006). De fato estes residuos de W, somados a aminoacidos vizinhos, assemelham-se as
duas caixas aromaticas acidicas conservadas previamente observadas no C-terminal no elF4G
de mamiferos e proteinas relacionadas (Bellsolell et al., 2006; Liberman et al., 2008).
Adicionalmente, quando tentamos encontrar residuos conservados presentes nos dominios
MA3 e W2 depositados no banco de dados do pfam, dentro das regides equivalentes das
seqiiéncias EIF4G3-4, varias coincidéncias com elementos conservados dentro destas
proteinas foram observadas. Assim, no contexto geral parece que os dominios MA3 e W2,
divergentes em seqiiéncia devido a grande distdncia evolutiva entre tripanossomatideos e

eucariotos superiores, estdo presentes nos homologos EIF4G3 e 4 (Figura 23).
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23. Alinhamento mudltiplo, por Clustal W, comparando as sequéncias dos homélogos

LMEIF4G3 e LmEIF4G4 com seus ortologos em T. brucei e T.cruzi. Notar a presenga dos motivos

M/F/YXXXXI/LL e FSLXXXX na por¢cdo N-terminal (setas simples), que poderiam constitui um

putativo motivo de ligagdo a subunidade elF4E. A regido de conservagdo indicada pelos asteriscos ¢

referente ao dominio conservado MIF4G, comum aos cinco homologos identificados, e de duas regides

candidatas

aos dominios MA3 e W2 identificadas apenas

nos EIF4G3-4 nos Tritryps.
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5.1.5. Estudo da interacéo entre mutantes LmEIFAG3-4 com homélogos das

subunidades do elF4F de L. major

Para localizar os motivos responsaveis pela interagdo entre as proteinas LmMEIF4G3
e LMEIF4G4 e homologos das demais subunidades do elF4F em L. major, foram realizados
ensaios de mutagénese sitio-dirigida nos respectivos genes codificantes. A partir do
alinhamento das seqiiéncias dos aminoacidos destas proteinas em L. major, T. brucei e¢ T.
cruzi, e de dados de outros modelos de eucariotos melhor caracterizados como o homem e
levedura, foram escolhidos os seguintes motivos conservados de aminoacidos nas proteinas
para serem modificados: FSL/AAA (LmEIF4G3-4), KLV/AAA (LmEIF4G3-4), LNK/AAA
(LmEIF4G3-4), M20Y/S/D/A (LmEIF4G4) e IL/AA (LmEIF4G4). O motivo FSL
(FSLXXVL) das proteinas LmEIF4G3-4 foi escolhido por se assemelhar ao motivo de
interagdo YX4L®, descrito em varios organismos (Mader et al., 1995). A seqiiéncia KLV
foi escolhida por ser conservada em todas as seqiiéncias de tripanossomatideos, na curta
regido N-terminal, ¢ o motivo LNK foi escolhido como alvo porque a mudanga do
aminoacido equivalente da L (L729A), no modelo humano, reduz a interagdo com o elF4A
(Imataka et al., 1997). As modificagdes M20 por Y, S, D, ou A ¢ IL/AA estdo dentro de
outro provavel motivo de ligagdo a eIF4E, e foram escolhidos apds experimentos
preliminares. As proteinas GST-LmEIF4Al, GST-LmEIF4E3 e GST-LmPABP1 foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com as proteinas LMEIF4G3 e
LMEIF4G3nkaaa, marcadas radioativamente com °>°S. Como esperado a proteina
LmEIF4G3 foi capaz de se ligar ao LMEIF4AL entretanto a proteina LMEIF4G3nk/aaa teve
sua capacidade de se ligar ao LmEIF4AI praticamente abolida (Figura 24). As proteinas

selvagem e mutante ligam-se da mesma forma ao LmEIF4E3 e LmPABP1, indicando que o
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modo de interagdo a estas duas proteinas ndo foi alterado pela mutacio LNK/AAA (Figura
24). Em um segundo momento, a interacao entre os demais mutantes do LmEIF4G4 e o
LmEIF4E3 foi melhor investigada. A maioria das variantes da proteina LMEIF4G4 ligam-se
ao LmEIF4E3, de uma forma equivalente a proteina selvagem (Figura 25). Apenas a
proteina mutante IL/AA tém sua capacidade de associacdo ao GST-LmEIF4E3
drasticamente reduzida, sem prejuizo de sua interacdo com o GST-LmEIF4AI. Estes
resultados indicam que os aminodcidos mutados (LNK/AAA e IL/AA) participam nas
interagdes entre o LMEIF4G4 e os parceiros LMEIF4AI (Figura 24) e LmEIF4E3 (Figura

23), respectivamente.
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Figura 24. Analise da interacdo entre a proteina mutante LmEIFAG3 nkaaa COM a
proteina LmEIF4AI selvagem. As proteinas recombinantes fusionadas a GST (LmEIF4AL,
LmEIF4E3 e LmPABP1) foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas
com as proteinas LMEIF4G3 e LMEIF4G3 nk/aaa, marcadas radioativamente. O painel de
cima representa as proteinas recombinantes fracionados em gel 15% SDS-PAGE corado
com azul de Coomassie. O painel inferior representa a autoradiografia, deste mesmo gel,
evidenciando as interacdes entre as proteinas LmEIF4G3 selvagem e mutante marcadas
com *°S e as proteinas GST-LMEIF4EAI, GST-LmEIF4E3 ¢ GST-LmPABPI. As setas
indicam a interacdo LMEIF4G3/LmEIF4Al que ¢ afetada pela referida mutacdo no
LmEIF4G3.
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Figura 25. Andlise da interacdo entre mutantes da proteina LmEIF4G4 com as
proteinas LmEIF4Al e LmEIF4E3. As proteinas recombinantes fusionadas a GST
(LmEIF4AI, LmEIF4E3) imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B foram incubadas
com as diferentes proteinas LMEIF4G4 (Selvagem, FSL/AAA, M20A, IL/AA), marcadas
radioativamente. O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionadas em
15% gel SDS-PAGE e corados com azul de Coomassie. O painel inferior representa a
autoradiografia, deste mesmo gel, evidenciando as interagdes observadas entre as diferentes
proteinas LMEIF4G4 com as proteinas GST-LMEIF4AI e GST-LmEIF4E3 (setas), exceto
para a mutacdo IL/AA que abole a interacdo LMEIF4G4/LmEIF4E3 (asterisco).
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5.1.6. Estudo reverso da interagao entre os mutantes LmEIF4G3-4 com homologos das

subunidades do elF4F de L. major

Para confirmar a ligacdo especifica entre homoélogos do eIlF4G e as demais
subunidades do elF4F de L. major, foi estabelecido um ensaio reverso a partir da expressao
em E. coli de todas as variantes das proteinas LMEIF4G3 ¢ LmEIF4G4 (proteina completa,
regides parciais e proteinas mutadas) em fusdo com GST. Estas proteinas recombinantes
foram incubadas com as demais subunidades do complexo elF4F de L. major, marcadas
com S, em ensaios de pull-down. No primeiro ensaio, imobilizamos as variantes da
proteina LMEIF4G3 na resina Glutationa Sefarose 4B e em seguida incubamos com
LmEIF4AI marcado radioativamente. Duas variantes da proteina LMEIF4G3 [(N-
terminal+MIF4G (LmEIF4G3,.3;9) ¢ MIF4G+C-terminal (LMEIF4G3,6.635)] € proteina
LmEIF4G3 completa interagem com o LMEIF4AI. Nao ocorreu interacdo das proteinas
mutantes do LMEIF4G3 (FSL/AAA e LNK/AAA) com LmMEIF4AIl (Figura 26).
Comparando os resultados reversos, com os resultados diretos, ¢ possivel que a proteina
GST-LMEIF4G3 recombinante nio se ligue tdo bem ao *’S-LMEIF4AI como a proteina
GST-LmEIF4AI se liga ao S-LmEIF4G3, entretanto a mutagio dos aminoacidos
LNK/AAA no LmEIF4G3, em ambos os ensaios, abolem a interagdo ao LmEIF4AI (Figura
24 e 26). J4 a mudanca dos aminoacidos FSL/AAA, pode induzir alteragdo na conformacao
de proteina GST-LMEIF4G3gsi/ana, justificando sua ndo interagdo a proteina LMEIF4AI

(Figura 26).
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Figura 26. Andlise da interacdo entre a proteina LmEIF4AI e as diferentes proteinas
LmEIF4G3. As diferentes proteinas recombinantes LMEIF4G3 fusionadas a GST (N-
terminal+MIF4G, MIF4G+C-terminal, completa, FSL/AAA e LNK/AAA), foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina 3S-LmEIF4AL
O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel 15% SDS-
PAGE corado com azul de Coomassie. O painel inferior representa a autoradiografia
mostrando as ligagdes especificas entre as proteinas N-terminal+MIF4G (mais fracamente),

MIF4G+C-terminal e LmEIF4G3 completa com a proteina LMEIF4ALI (setas).

Em seguida, testamos a capacidade das proteinas GST-LMEIFG3-4 interagirem com
os diferentes homologos LMEIF4E1-4. Confirmamos a interagdo especifica entre a proteina
GST-LmEIF4G4 ¢ a proteina 3°S-LmEIF4E3, como jé esperado, e verificamos ainda a
interagio especifica da proteina GST-LMEIF4G3 com *°S-LmEIF4E4 (Figura 27). Como
descrito anteriormente, a proteina >>S-LmEIF4G3 foi capaz de interagir com todos os

homologos LMEIF4E1-4 numa afinidade baixa (Figura 20), todavia o resultado obtido no
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ensaio reverso sinaliza para uma interagdo especifica apenas entre as proteinas LmEIF4G3 e
LmEIF4E4  (Figura 27). Para estudar mais detalhadamente a interagdo
LmEIF4G3/LmEIF4E4, as variantes da proteina LMEIF4G3 (em fusdo com GST) foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina *°S-LmEIF4EA4.
Neste ensaio foi confirmada a interagdo entre a proteina LMEIF4E4 ¢ proteinas N-
terminal+MIF4G, completa e mutante LNK/AAA, embora ndo tenha ocorrido interacao
com MIF4G+C-terminal e a proteina mutante FSL/AAA (Figura 28). Estes resultados
demonstram que o motivo de ligagdo no LmMEIF4G3 a proteina LMEIF4E4 est4 localizado
em sua curta regido N-terminal (apenas 26 aminoacidos) e envolve um ou mais
aminoacidos da trinca FSL, pois quando FSL ¢ modificada para AAA a interagdo
LmEIF4G3/LmEIF4E4 ¢ abolida (Figura 28).

Visando a identificacdo de dominios de interagdo e aminoacidos envolvidos na
ligacao da proteina LMEIF4G4 aos parceiros LMEIF4E3 e LmEIF4AlI diferentes regides/ou
mutagoes da proteina LMEIF4G4 foram expressas fusionadas a GST (N-terminal+MIF4G,
MIF4G+C-terminal, completa, e os mutantes FSL/AAA, KLV/AAA, LNK/AAA e IL/AA)
e testadas quanto a sua capacidade de interagir com *°S-LmEIF4E3 (Figura 29) e *°S-
LmEIF4A1 (dados ndo mostrados). Foi confirmado que a proteina LMEIF4E3 interage
especificamente com a maioria das variedades da proteina LmEIF4G4, exceto com as
proteinas MIF4G+C-terminal e mutante IL/AA (Figura 29). Este resultado confirma que o
motivo de interacdo com LMEIF4E3 esta presente na curta regido N-terminal da proteina
LmEIF4G4, e que a modificacao da IL/AA abole a interacdo LMEIF4G4/LmEIF4E3 (Figura
29). Com relagao ao estudo da interacdo entre as variantes de LMEIF4G4 com a proteina

LmEIF4AI, nenhuma interacdo foi detectada, provavelmente devido a baixa afinidade do
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LmEIF4G4 pelo LmEIF4Al, (quando comparada a afinidade do LmMEIF4G3 pelo
LmEIF4AI).

Estes resultados obtidos sinalizam para a presenga de pelo menos dois possiveis
complexos elF4F em L. major. Um dos complexos seria formado pelas proteinas
LmEIF4E4, LmEIF4G3 ¢ LmEIF4A1l, e o outro seria formado pelas proteinas LMEIF4E3,
LmEIF4G4 e LmEIF4A1l. Estes complexos apresentam propriedades diferentes, quanto a
ligag¢do de suas subunidades: a ligacdo ao LmEIF4A1 ¢ dependente da regido C-terminal do
LmEIF4G4, diferentemente do LMEIF4G3 que necessita apenas do MIF4G. Além disso,
apresentam diferentes motivos de ligagao aos seus parceiros eI[F4E. O LmEIF4E4 se associa
ao LmEIF4G3 através do trio de aminoacidos FSL, dentro do contexto FSLXXV/IV/L.
Enquanto a proteina LMEIF4E3 liga-se a regido envolvendo os aminoacidos hidrofobicos
IL, do motivo (F/'Y/MXXXXI/LR/L), presente na regido N-terminal do LmEIF4G4. Este
modo diferencial de interagdo sinaliza para mecanismos Unicos, encontrados nestes
protozodrios, que precisam ser melhor investigados. Atualmente, os motivos de ligagdo
equivalentes nos ortdlogos EIF4G3-4 de T.brucei foram modificados por mutagdes sitio-
dirigida, e o efeito destas mutagdes na interagao entre os homoélogos ao elF4F de T. brucei,

estdo sendo investigados (Danielle do Nascimento Moura, 2009, dados nao publicados).
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Figura 27. Andlise da interacdo entre as proteinas LmEIF4G3-4 e as proteinas
LMEIF4E1-4 (ensaio reverso). As proteinas recombinantes GST (controle negativo),
GST-LmEIF4G3 e GST-LMEIF4G4 foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B ¢
incubadas com as proteinas LMEIF4E1-4, marcadas radioativamente com °°S. As
autoradiografias demonstram as interagdes especificas entre os pares de proteinas

LmEIF4G3/LmEIF4E4 e LmEIF4G4/LmEIF4E3 (setas).
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Figura 28. Andlise da interacdo entre a proteina LmEIF4E4 e as diferentes proteinas
LmEIF4G3. As proteinas recombinantes LMEIF4G3 fusionadas a GST (N-
terminal+MIF4G, MIF4G+C-terminal, completa e mutantes FSL/AAA e LNK/AAA),
foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B ¢ incubadas com a proteina 3.
LmEIF4E4. (A) O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel
15% SDS-PAGE corado com azul de Coomassie. O painel inferior representa a
autoradiografia demonstrando ligacdes especificas das proteinas N-terminal+MIF4G,
completa, e mutante LNK/AAA com a proteina LmMEIF4E4 (setas). Entretanto ndo ocorre
ligacdo entre a proteina LMEIF4E4 e as proteinas C-terminal +MIF4G e mutante FSL/AAA
(asterisco). (B) Representacdo esquematica da regido N-terminal da proteina LMEIF4G3,
indicando que o motivo de ligacdo ao LmEIF4E4 esta presente na regido N-terminal e

parece envolver pelo menos um dos aminoacidos da trinca FSL (asterisco).
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Figura 29. Andlise da interagdo entre a proteina LmEIF4E3 e as diferentes proteinas
LMEIF4G4. As proteinas recombinantes LMEIF4G4 fusionadas a GST (N-
terminal+MIF4G, C-terminal+MIF4G, completa, e mutantes LNK/AAA, FSL/AAA, M20Y
e IL/AA) foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina
»S-LmEIF4E3. (A) O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionados
em gel 15% SDS-PAGE corado com azul de Coomassie. O painel inferior representa a
autoradiografia demonstrando ligagdes especificas de variantes da proteina LMEIF4G4 com
a proteina LmMEIF4E3 (setas). Neste ensaio, também ¢ evidenciada a auséncia de ligacao
entre proteinas C-terminal +MIF4G e mutante IL/AA (asterisco). (B) Representacao
esquematica da regido N-terminal da proteina LmEIF4G4, indicando que o motivo de
ligagdo ao LMEIF4E3 estad presente na regido N-terminal e parece envolver pelo menos um

dos aminoacidos IL (asterisco).
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5.1.7 Estudo da interacéo entre os homdlogos de elF4G e de PABP de L. major

A PABP (proteina de ligagdo ao poli-A) € uma das principais parceiras do elF4G
eucariotico e a interagdo entre ambas pelo menos in vitro media a circularizagdo do
mRNA, durante o processo de iniciacdo da tradugdo, além de participar na propria
regulagdo da tradugdo. Dados experimentais, obtidos por colaboradores em nosso
laboratério, indicam a presenga de 3 homologos a PABP L. major. Destes apenas a
LmPABPI1 parece ser a PABP envolvida na tradu¢do em L. major, pois além de ser
fosforilada, ¢ unica que liga-se especificamente a seqiiéncias de RNA ricas em A. Esses
resultados, mais detalhados, estdo sendo compilados no manuscrito “Functional
Characterization of three different Leishmania PABP homologues with distinct RNA

binding properties”, em fase final de redagao.

5.1.7.1 Estudo da interacdo entre os homologos do elF4G e da PABP de L. major

Tendo em vista a disponibilidade dos genes homologos a PABP de Leishmania, ja
clonados no vetor de expressao pGEX4T3 em nosso laboratdrio, decidimos entdo averiguar
a possibilidade de interagdo entre os homoélogos do eIF4G e da PABP de L. major. Como
controle, a proteina recombinante GST-PABP humana foi imobilizada na resina Glutationa
Sefarose 4B e incubada com a proteina e[F4G humana, marcada radioativamente como
descrito previamente (Melo et al., 2003). Como esperado, o elF4G humano ligou-se
eficientemente & PABP humana (Figura 30). Inicialmente, nas mesmas condicdes,
incubamos dois dos homologos da PABP de L.major (GST-LmPABP1-2) com as proteinas

LMEIF4G1-5 marcadas com »°S. As proteinas LMEIF4G]1 e LmEIF4G4 ligam-se mais
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fracamente as proteinas LMPABP1-2 quando comparados com a proteina LMEIF4G3
(Figura 31). Nao foi detectada interacdo entre as proteinas LmMPABPI1-2 e as proteinas
LmEIF4G2 (residuos 1-705) e LmEIF4GS5 (dados ndo mostrados). Para identificarmos qual
regido da proteina LMEIF4G3 estaria envolvida na ligacdo com os dois homologos da
PABP, foram sintetizadas algumas variantes da proteina LMEIF4G3 marcadas com *°S [N-
terminal+MIF4G (LmEIF4G3,.319), MIF4AG (LMEIF4G3,6310) € a proteina completa
LmEIF4G3] e estas foram incubadas com as proteinas GST-LmPABP1-2. Todas as
diferentes regides analisadas sdo capazes de mediar a interagdo com os homologos da
PABP (Figura 31), indicando que provavelmente a regido de ligagdo esteja presente no
dominio MIF4G, diferente de outros eucariotos onde o dominio de ligagdo a PABP tem
localizagdo N-terminal. Em outro ensaio, as trés PABPs de L. major, GST-LmPABP1-3,
foram em seguida incubadas com a proteina *°S- LMEIF4G3 na presenca das caudas poli-A
ou poli-C sintéticas. Como controle, o ensaio também foi repetido na auséncia de caudas
sintéticas. Na presen¢a da caudas poli-C ndo ha diferenga significativa de interacdo em
relagdo ao controle sem ambas as caudas. Entretanto, na presenga das caudas poli-A, ao
contrario do que se esperava, houve uma diminui¢ao da afinidade das trés LmPABPs pela

proteina LMEIF4G3 (Figura 32).
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Figura 30. Andlise da interacdo entre a PABP e 0 elF4G humanos. As proteinas
recombinantes GST e GST-PABP humana foram imobilizadas na resina Glutationa
Sefarose 4B ¢ incubadas com o eIF4G humano, marcado com *°S. O painel da esquerda
representa as proteinas recombinantes fracionados em gel 15% SDS-PAGE e corado com
azul de Coomassie. O painel da direita representa a autoradiografia mostrando a ligacdo

especifica entre a PABP e e[F4G humanos (seta).
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Figura 31. Analise da interagdo entre os homologos PABP1-2 com homologos do
elFAG de L. major. As proteinas recombinantes GST-LmMPABP1-2 foram imobilizadas na
resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com variantes da proteina LMEIF4G, marcadas
com *S. Os painéis superiores representam as proteinas recombinantes fracionados em gel
15% SDS-PAGE corado com azul de Coomassie. A-Autoradiografia demonstrando as
interacdes das proteinas LmMEIF4G1, LmEIF4G3 ¢ LmEIF4G4, marcadas com 358, com as
proteinas LMPABP1-2 (setas). B-Autoradiografia demonstrando a interacdo das variantes

do LmEIF4G3, marcadas com >°S, com as proteinas LmMPABP1-2.
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Figura 32. Andlise da interacdo entre os homologos da PABP e o homdlogo
LMEIF4G3 de L. major na presenca de caudas de poli-C e poli-A sintéticos. As
proteinas recombinantes GST-LmMPABPI-3 foram imobilizadas na resina Glutationa
Sefarose 4B e incubadas com a proteina LMEIF4G3, marcada com *S. O painel superior
representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel 15% SDS-PAGE e corado com
azul de Coomassie. Os painéis inferiores representam as autoradiografias demonstrando as
interagdes observadas entre o *°S-LMEIF4G3 e os homologos da PABP de L. major (setas).
Ao contrario do esperado, nos ensaios onde a cauda poli-A foi adicionada a afinidade do
LmEIF4G3 pelas PABPs foi reduzida. Como controle positivo para validagdo do ensaio,

utilizamos a interac¢ao entre 0 GST- LMEIF4AI com LmEIF4G3.
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5.1.7.2 Estudo reverso da interacdo entre homdlogos do elFAG e da PABP de L. major

Para o ensaio reverso da interagao, as proteinas GST-LmEIF4G3 e GST-LmEIF4G4
foram incubadas com as trés proteinas LMPABP radioativas. Foram identificadas interagdes
apenas das proteinas LMEIF4G3 e LMEIF4G4 a proteina LMPABP1 (Figura 33). Para
identificar a regido responsavel pela interacdo LMEIF4G3/LmPABP1 e comparar com
resultados obtidos no ensaio direto (Figura 31), variantes da proteina LmEIF4G3 (N-
terminal+MIF4G, C-terminal+MIF4G, proteina completa, mutantes FLS/AAA e
LNK/AAA) fusionadas a GST foram testadas quanto a sua capacidade de interagir com a
proteina LMPABP1 (Figura 34). Todas as variedades da proteina LMEIF4G3 apresentaram
a capacidade de interagir com LmMPABPI1, o que pode significar numa analise preliminar
que o dominio MIF4G da proteina LmEIF4G3 ¢ responsavel pela ligacdo a proteina
LmPABP1 (Figura 34), corroborando os resultados obtidos previamente (Figura 31). Uma
contribuicdo da regido C-terminal ndo pode ser descartada, ja que as diferentes variantes

contendo essa regido interagem mais fortemente com a proteina LmMPABP1 (Figura 34).
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Figura 33. Andlise da interacdo entre as proteinas LmEIF4G3-4 com LmPABP1. As
proteinas recombinantes LMEIF4G3 e LMEIF4G4 fusionadas a GST foram imobilizadas na
resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina *>S-LmPABP1. O painel superior
representa as proteinas recombinantes fracionadas em gel 15% SDS-PAGE e corado com
azul de Coomassie. O painel inferior representa a autoradiografia mostrando ligacdo

especifica das proteinas LmMEIF4G3-4 com a proteina LMPABP1 (setas).
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Figura 34. Analise da interacdo entre a proteina LmPABP1 e as diferentes proteinas
LmEIF4G3. As diferentes proteinas recombinantes LMEIF4G3 fusionadas a GST (N-
terminal+MIF4G, C-terminal+MIF4G, proteina inteira, FSL/AAA ¢ LNK/AAA), foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina *°S-LmPABPI.
O painel superior representa as proteinas recombinantes fracionadas em SDS-PAGE 15% e
corado com azul de Coomassie. O painel inferior representa a autoradiografia mostrando

ligagdo especifica das diferentes proteinas LMEIF4G3 com a proteina LMPABP1 (setas).

5.1.8 Formagdo in vitro do complexo elF4F de L. major

Como todas as interagdes entre os homodlogos do elF4F identificadas em ensaios de
pull-down, foram utilizados pares de proteinas, decidimos reconstituir os dois provaveis
complexos elF4F de L. major, in vitro, utilizando todos os parceiros que ligam-se aos
homologos LMEIF4G3 ou LMEIF4G4. Com esse experimento buscamos também avaliar se

na presenga de parceiros como o LMEIF4AI ou a LmPABPI, a interagdo com os diferentes
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homologos ao eIF4E se alterava. Para esse objetivo, As proteinas GST-LmEIF4G3 ou GST-
LMEIF4G4 foram imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas, ao mesmo
tempo, com os homologos *°S-LMEIF4AI/**S-LmPABP1. Aos sistemas contendo GST-
LMEIF4G3 + *>S-LmEIF4AI + *S-LmPABP1 ou GST-LMEIF4G4 + *S-LmEIF4AI + *S-
LmPABP1 foram adicionados, individualmente, cada um dos homologos do eIF4E
marcados com »°S (**S-LmEIF4E1-4). A proteina LMEIF4G3 liga-se especificamente com
as proteinas LMEIF4AI e LmPABPI1, em todas as condigdes testadas, e também com o
LmEIF4E4 (Figura 35). Ja a proteina LMEIF4G4 liga-se especificamente com as proteinas
LmPABP1 e LmEIF4E3 (Figura 35). Mesmo na presenga das proteinas LMEIF4A1 e
LmPABPI1, ndo foram observadas novas interagdes das proteinas LMEIF4G3-4 com outros
homologos do eIF4E, diferente daquelas ja mostradas anteriormente. Em todas as
combinacdes com cada um dos homologos do elF4E ou na sua auséncia, a ligacdo da
proteina LMEIF4G4 com a proteina LmMPABP1 acontece de forma semelhante, exceto
quando temos a ligagdo concomitante com o LMEIF4E3 onde a ligagdo parece ser mais
eficiente (Figura 35). Nao foi possivel detectar de forma clara a interacdo do GST-
LmEIF4G4 com a proteina LMEIF4AI, na maioria das combinagdes testadas, entretanto
essa interagdo foi evidenciada no ensaio direto (GST-LMEIF4AI/*°S-LmEIF4G4 — Figuras
18 e 22) e, como observado anteriormente, pode ser um reflexo da menor afinidade do
LmEIF4G4 por esta molécula. Estes resultados sugerem a presenga de dois complexos
elF4F nos tripanossomatideos, um deles que tem como proteina mantenedora o LMEIF4G3
e no outro LMEIF4G4. Estes complexos vém sendo validados em ensaios de
imunoprecipitagdo em L. major e T. brucei (Tamara D’Carli Costa Lima, 2008, dados ndo

publicados). Uma vez identificados ¢ importante estabelecer o papel destes complexos na
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iniciacdo da traducdo dos tripanossomatideos, bem como na a regulacdo da expressao

génica destes protozoarios.
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Figura 35. Reconstitui¢do, “in vitro”, do complexo elF4F de Leishmania major. As
proteinas GST-LMEIF4G3 e GST-LmEIF4G4 foram imobilizadas na resina Glutationa
Sefarose 4B e incubadas com as proteinas >>S-LmEIF4AI e **S-LmPABPI e réplicas dessa
combinacdo foram misturados isoladamente com cada um dos homologos do elF4E de
L.major (LmEIF4E1-4). O painel superior representa as proteinas recombinantes
fracionadas em SDS-PAGE 15% e corados com azul de Coomassie. O painel inferior
representa a autoradiografia mostrando ligagdo especifica entre a proteina LMEIF4G3 com
as proteinas LMEIF4AI (¢) e LMPABP1(*) (em todas as combinagdes) € a0 mesmo tempo

com a proteina LMEIF4E4 (°); e da proteina LMEIF4G4 com LmPABP1 (*) (em todas as

combinagdes) e também com a proteina LMEIF4E3(»).

113



5.2 Estudo comparativo da interacdo dos homoélogos EIF4G3-4 com os homologos

EIF4AE3-4 de L. major e Trypanosoma brucei

Além dos ensaios reversos de intera¢do entre os homoélogos ao elF4F de L. major,
decidimos realizar um estudo comparativo para avaliar se os homoélogos do EIF4G3-4 sdo
capazes de interagir com os homoélogos ao EIF4E3-4 de L.major e T. brucei. As proteinas
de T. brucei foram incluidas dos ensaios de pull-down n3o s6 para analisar se elas sdo
funcionalmente relacionadas as proteinas de L. major, mas também pelo fato de que ensaios
adicionais de interagdo ao cap e interferéncia de RNA indicam diferentes comportamentos.
As proteinas TOEIF4E1, TOEIF4E2 e ThEIF4E4 sdo capazes de ligar a resina cap Sefarose,
entretanto apenas a proteina TOEIF4E3 ¢ requerido para a viabilidade celular das formas
prociclicas e sanguineas. Estes resultados adicionais serdo melhor explanados na discussao
e estdo sendo compilados em um manuscrito, em fase final de redacdo, intitulado
“Characterization of multiple homologues of the cap binding protein (elF4E) from

Trypanosoma brucei”.

5.2.1 Ensaios para investigar a conservacgao das interagdes entre homologos EIFAG3-4

e homologos EIF4E3-4 em L.major e Trypanosoma brucei

As proteinas do elF4F de L. major possuem ortoélogos em T. brucei e T. cruzi, bem
como em outras espécies da familia Trypanosomatidae, sinalizando que o processo da
inicia¢do da tradugdo destes protozoarios seja comum e tenha aparecido evolutivamente a

partir de um ancestral comum. Para investigar a conservagdo das interagdes observadas
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entre as proteinas de L. major em seus ortdlogos de T. brucei, diferentes proteinas EIF4G3
fusionadas a GST (TbEIF4G3, LmEIF4G3 e mutante LmEIF4G3 FSL/AAA) foram
incubadas com as proteinas TOEIF4E4 ou LMEIF4E4 marcadas com »°S. A proteina
ThEIF4E4 nao se liga as proteinas EIF4G3 de T. brucei e L. major, embora a proteina
LmEIF4E4 tenha sido capaz de ligar-se especificamente ao seu parceiro LMEIF4G3 e ao
seu ortdlogo ThEIF4G3. Corroborando a figura 28, o LMEIF4E4 ndo foi capaz de ligar-se
ao mutante LmMEIF4G3 FSL/AAA (Figura 36A). Apesar da interacdo entre as proteinas
TbEIF4G3 com a proteina TOEIF4E4 ndo ter sido equivalente a interagdo entre as
respectivas proteinas ortdlogas em L. major, a forte interagao TOEIF4G3/LmEIF4E4 reforga
a hipotese de que essa interacao seja preservada entre as espécies, assim como o motivo de
ligagdo entre ambas. Para avaliar a interacao entre homologos e ortdlogos EIF4G4/EIF4E3,
as proteinas EIF4G4 fusionadas a GST (TbEIF4G4, LmEIF4G4 e mutante IL/AA) foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com TbEIF4E3 e LmEIF4E3
marcados com *°S. A proteina TOEIF4E3 ligam-se especificamente as proteinas TOEIF4G4
e LmEIF4G4 (setas), entretanto ndo foi capaz de ligar-se a proteina mutante IL/AA do
LmEIF4G4 (Figura 36B), sinalizando que o modo e o motivo de ligacdo entre elF4G e
elF4E seja conservado nestas duas espécies e provavelmente nos tripanosomatideos como
um todo. Corroborando estas interagdes, os complexos obtidos neste trabalho estdo sendo
validados em ensaios de imunoprecipitagdo em L. major e T. brucei (Tamara D’Carli Costa

Lima, 2009, dados nao publicados).
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Figura 36. Analise da interagdo entre as proteinas EIF4G3-4 e as proteinas EIF4E3-4
de tripanossomatideos. As proteinas GST-TbEIF4G3, GST-LmEIF4G3, GST-
LMEIF4G3psiana, GST-TBEIF4G4, GST-LMEIF4G4 e GST-LMEIF4G4iaa foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com *°S-TbEIF4E4/*°S-
LmEIF4E4 (TbEIF4G3 ¢ LmEIF4G3) e com °S-TbEIF4E3/*’S-LmEIF4E3 (TbEIF4G4 ¢
LmEIF4G4). Os painéis superiores representam as proteinas recombinantes fracionados em
gel 15% SDS-PAGE e corados com azul de Coomassie. O painel superior (A) representa a
autoradiografia mostrando as ligagdes especificas da proteina LMEIF4E4 com as proteinas
EIF4G3 de T.brucei e L.major (setas). O painel inferior (B) representa a autoradiografia
demonstrando as ligacOes especificas entre a proteina TOEIF4E3 com as proteinas

LmEIF4G4 ¢ TObEIF4G4 (setas).
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6. DISCUSSAO

6.1-1dentificacdo de dois complexos elF4F em L. major.

No modelo humano, a proteina elF4G interage com o elF4A através dos dominios
HEAT-1/MIF4G, HEAT-2/MA3 e de outras regides presentes no elF4G (Marintchev et al.,
2009). Dos cinco homologos do elF4G em L. major, apenas o LMEIF4GS5 ndo se ligou a
proteina LmEIF4AI pela metodologia testada, entretanto apenas as proteinas EIF4G3-4
foram capazes de ligar-se aos homologos ThEIF4E3-4, mostrando que a principio formam-
se pelo menos dois complexos elF4F nestes parasitas. Apesar das proteinas LMEIF4G1 e
LmEIF4G2 ligarem-se ao LmEIF4AI, ambas ndo sdo capazes de interagir com nenhum dos
homologos de elF4E descritos (Dhalia et al., 2005; Yoffe et al., 2006). Entretanto, a
participacao deles na formacao de outros complexos elF4F ndo pode ser descartada, uma
vez que mais recentemente foram encontrados dois homologos adicionais do elF4E
[(EIF4E5-6) (Eden Ribeiro Freire, resultados ndo publicados)], cuja capacidade de
intera¢do com os elF4Gs de L.major ainda ndo foi avaliada.

A proteina LMEIF4G3 interage forte, e especificamente, com as proteinas
LmEIF4Al, LmEIF4E4 ¢ LmPABPI1, todas interagdes esperadas para a proteina elF4G
mantenedora do complexo elF4F. De fato, a deplegdo do ortdlogo ThEIF4G3 na forma
prociclica de T. brucei é essencial e inibe a sintese protéica apenas seis horas apds a
indugdo de RNAI (Danielle Moura, Resultados ndo publicados). O parceiro TOEIF4AI em
T. brucei também ¢ essencial ¢ a remogdo de pequenas quantidades, na forma prociclica,
reduz fortemente a sintese de proteinas (Dhalia et al., 2006). Desta forma, a interagdo mais

forte entre essas proteinas, LMEIF4G3/LmEIF4A1, pode refletir uma relacdo de
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dependéncia entre ambas. Entretanto, a remog¢ao da proteina TOEIF4E4 ndo ¢ essencial para
a viabilidade celular e nio inibe a sintese de proteinas, em células prociclicas (Eden Ribeiro
Freire, manuscrito em preparagdo). Em um trabalho independente em L. major, foi
demonstrado que o LMEIF4G3 além de interagir com LMEIF4E4 também liga-se com
menor afinidade ao LMEIF4E1, um resultado ndo observado nos nossos ensaios de pull-
down usando os homologos de elF4G fusionados a GST. A interag@o entre o LMEIF4El e a
regido N-terminal do LmEIF4G3 foi demonstrada a partir da técnica de ressonancia
magnética nuclear (NMR- Nuclear Magnetic Ressonance) (Yoffe et al., 2009). Entretanto,
o NMR permite identificar interagdes muito fracas [Kd>3mM (Vaynberg, J., Qin, J., 2006)
que podem ndo ser detectadas em ensaios de pull-down,como os descritos nesta tese,
justificando assim a ndo-observagdo de interagdao entre LMEIF4E1 e LmEIF4G3 nos nossos
experimentos.

Em T. brucei, foi demonstrado que a proteina ThEIF4El ndo ¢é essencial a
viabilidade celular. Entretanto a deplecdo simultanea de TOEIF4E1 e ThEIF4E4 levam as
células a pararem de crescer, embora ndo morram, indicando que estas proteinas possuam
fungdes complementares e/ou estejam relacionadas ao processo de divisdo celular (Eden
Ribeiro Freire, manuscrito em preparagdo). O fenotipo da deplecdo dupla
TbEIF4E1/TbEIF4E4 ainda ¢ mais fraco que o observado para o TOEIF4G3, de forma é que
possivel que outros parceiros do EIF4G3, como por exemplo os recém identificados
homologos ao EIF4E (EIF4ES5-6), tenham relevancia na traducdo e precisem ser melhor
estudados. Nesse cenario, coerente com nossos primeiros resultados de pull-down onde o
LmEIF4G3 marcado parece ligar-se de forma equivalente a todos os homoélogos ao EIF4E
testados. A ligacao diferencial entre LMEIF4G3 e os respectivos homologos do elF4E de L.

major poderia ser um alvo para a regulagdo da tradugdo nos tripanossomatideos.
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Embora a proteina LMEIF4G4 apresente uma ligagdo mais reduzida ao LmEIF4Al e
a LmPABPI1, sua interagdo com o LMEIF4E3 foi considerada forte e especifica. Os
ortdlogos do LmEIF4G4 ¢ LmEIF4E3 em T. brucei sdo essenciais a viabilidade celular,
entretanto enquanto o TBEIF4E3 parece estar envolvido com a sintese de proteinas, a
deplecdo do TbEIF4G4 nao parece afetar o processo de tradugdo (Danielle Nascimento
Moura e Eden Ribeiro Freire, resultados ndo publicados). As proteinas EIF4G3 e EIF4G4
ligam—se respectivamente as proteinas EIF4E4 e EIF4E3, assim paradoxalmente as
proteinas que estariam relacionadas a tradug¢ao (EIF4G3 e EIF4E3) se ligariam as proteinas
que aparentemente nao seriam essenciais (EIF4E4 e EIF4G4), de acordo com os dados de
RNAi em T. brucei. A presenca de dois complexos homoélogos ao elF4F, nos
tripanossomatideos, poderia ser correlacionada com a descrigdo de dois complexos elF4F
distintos, elF4F (elF4G/elF4E) e elFiso4F (elFiso4G/elFiso4E), descritos em plantas. Da
mesma forma como ocorre em plantas, onde dois complexos elF4F podem ser ativados em
diferentes tecidos, traduzindo diferencialmente mRNAs especificos ou classes de mRNAs
(Browning et al, 1992; Mayberry et al., 2009), ¢ possivel que a ocorréncia de pelo menos
dois complexos elF4F, coordenados por subunidades elF4G distintas, esteja relacionada

com a regulacdo da expressao génica nos tripanossomatideos.

6.2-Mapeamento dos motivos de ligacao elF4G/elFAE

Em viarios organismos foi demonstrado que o elF4E reconhece o elF4G através do
motivo YXXXXL® (Rhoads, 2008) localizado na sua regido N-terminal. Recentemente
também foi descrito, por meio de ensaios de duplo hibrido, que o LmEIF4G3 liga-se ao

LmEIF4E4 através de sua regido N-terminal e que o motivo YPGFSLD seria responsavel
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por essa interacdo, visto que a mudanga do Y, F, ou L por A, individualmente abolem a
interagdo com o LMEIF4E4. Este motivo sobrepde-se, porém ndo ¢ idéntico ao motivo
investigado nesta tese (Figura 37). Entretanto, ndo foi realizado o ensaio duplo hibrido
reverso para corroborar se as mutagcdes do motivo YPGFSLD, em outro contexto de
dobramento protéico, continuariam abolindo a interagdo do LMEIF4G3 ao LmMEIF4E4
(Yoffe et al., 2009). Por outro lado, para evitar este problema, nos nossos experimentos de
interacdo entre os homodlogos LMEIF4G3/LmEIF4E4 e LmEIF4G4/LmEIF4E3, foram
realizados ensaios reversos.

Nos nossos ensaios, as mutagdes implementadas no motivo FSL abolem a interagao
do LMEIF4G3 com o LMEIF4E4 por alterar dois residuos de aminoacidos, chaves, de
acordo com Yoffe et al, 2009. Entretanto, 0 Y do motivo YPGFSLD do EIF4G3 nio ¢
conservado nos homologos do EIF4G4, indicando que essa regido poderia ndo estar
envolvida diretamente na interagdo com os homodlogos do elF4E. De acordo com as nossas
analises de seqiiéncia e experimentos de pull-down o motivo de ligagao do EIF4G3 seria o
FSLXXV/IV/L, e nesse caso o efeito observado pela mutagdo do Y seria indireto devido a
mudancgas conformacionais.

Por outro lado, apesar da regido FSL ser conservado nos homologos EIF4G3 e
EIF4G4, dos Tritryps, mutagdes pontuais nesta seqiiéncia abolem a interagdo entre
LmEIF4G3/LmEIF4E4 embora ndo afete a interagdo LMEIF4G4/LmEIF4E3. Estes dados
indicam que motivos idénticos podem ser reconhecidos de maneiras diferentes, como ¢ o
caso dos motivos de ligagdo dos dois elF4Gs de plantas que sdo diferencialmente
reconhecidos pelos fatores eIF4E e elFiso4E por mecanismos desconhecidos (Gallie, 2002).

A andlise detalhada da seqiiéncia dos ortologos do EIF4G4 através dos

alinhamentos das figura 23 e figura 37, indicam um novo motivo M/F/YXXXXI/LL, onde
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os residuos IL quando modificados abolem a interagdo LMEIF4G4/LmEIF4E3. Entretanto,
o aminodcido M no LmEIF4G4 nao parece ser importante para a ligagdo, uma vez que sua
mutagdo nao afeta a interagdo com a proteina LMEIF4E3. Assim, o residuo M/F/Y nao
parece funcionar como substituto de Y do motivo tipico, mostrando que este motivo em
tripanossomatideos pode tolerar variagdes maiores, que seriam espécie-especificas ou que
esta regido nao represente o verdadeiro motivo de ligacdo aos homoélogos do elF4E. Ao
mesmo tempo no LMEIF4G3, o L final ¢ substituido por um R, reforcando a hipotese de
que esse motivo nao estaria envolvido na interagdo elF4G/elF4E. A ligacdo dos homologos
do EIF4E3-4 de L. major aos homologos do EIF4G em T. brucei, demonstra a conservagao
dos motivos de ligagdo entre ambas as espécies. A substituicdo de L por R no LmMEIF4G3
ndo afeta a interagdo deste com a proteina TOEIF4E4, demonstrando que essa mutagdo pode
de fato ndo influenciar na ligagdo EIF4G3/EIF4E4.

Apesar do motivo YXXXXL® ser altamente conservado em varios organismos
analisados, para alguns outros organismos, parece que variacdes podem ser toleradas desde
que mantenham-se residuos de aminoécidos de mesmo grupo funcional. Uma variagdo,
neste consenso de ligacdo, ¢ encontrada também no nematdédeo Caenorhabditis. elegans
que possui o motivo FGRDFM. Muitos parceiros de ligagdo ao elF4E, identificados em
varios organismos, usam em sua maioria motivos similares (Rhoads, 2009). A possivel
presenca de dois diferentes motivos de ligagdo para interacdo elF4G/elF4E nos
tripanossomatideos, sinaliza para fungdes no contexto de dois complexos elF4F que
poderiam desempenhar fungdes diferentes, como tradugdo diferencial de classes de
mRNAs, como descrito em plantas (Mayberry et al., 2009).

Até o momento, embora as evidéncias experimentais sugiram, nao se pode concluir

que existam dois motivos funcionais nos homologos do ¢IF4G de L. major. Entretanto, ¢
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importante ressaltar que mesmo sendo um ou dois motivos, nos tripassomatideos, existem
diferencas com relagdo ao que ja foi descrito quanto ao motivo de interagdo ao elF4E
presente no elF4G. No intuito de responder melhor a estes questionamentos, novas

mutagdes de aminoacidos serdo realizadas.

U
LmEIF4G3 1 M QF NNNYLEP (&Y
TbEIF4G3 1 MH NSLYPEP-{gY
TCEIF4G3 1 MH NSMYKDA-{gY
LmEIF4G4 1 MUFNLRGIVP QKEEKVKN-- QMULADLIMAF RDTWTAI-[ZE
TBEIFAG4 1 MLFKPRGVTS NDPRYAGGSR LMSVSDLAY RDTWRGRPT
TCcEIF4G4 1 MUFKPRGVTS NDPKYAGNSR IMIIPDLL’ KD TWKER-LS

A B C

Figura 37. Candidatos a motivos de ligacdo ao elF4E encontrados nos homdélogos ao
EIF4G3-4 nos tripanossomatideos. (A) primeiro candidato a motivo conservado nos
homologos EIF4G4. (B) um segundo motivo M/F/YXXXXI/LL que possui caracteristicas
semelhantes ao motivo cléssico, exceto pela mutacdo no LmMEIF4G3 de um aminoécido
hidrofébico por um basico (L/R). (C) um terceiro motivo conservado apenas nos
homologos ao EIF4G3, descrito recentemente (Yoffe et al, 2009). (D) motivo
FSLXXV/IV/L que de acordo com os nossos resultados seria, de fato, o motivo de ligacao

dos homélogos do eIF4G aos homologos do elF4E nos tripanossomatideos.

6.3 - Analise da interacédo elF4AG/PABP

A interagdo entre elF4G ¢ PABP tem sido estudada em outros eucariotos e foi
demonstrado que o motivo de interacdo a PABP, localiza-se sempre na regido N-terminal
nos elF4Gs de diversos organismos. Em eucariotos, o motivo de ligacdo ndo preserva

homologia de seqiiéncia, entretanto apresenta uma regido rica em aminoacidos basicos
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(Tarun et al., 1997; Le et al., 1997; Imataka et al., 1998). Em humano, o motivo de
interacdo a PABP1 envolve 45 residuos de aminoacidos ¢ o sitio de interagdo ao eIF4E se
extende além do motivo principal (YXXXXL®) por mais aproximadamente 120 residuos
de aminoacidos (Marintchev et al., 2009). Apesar da regido N-terminal dos EIF4G3-4 nao
apresentar as caracteristicas para abrigar um sitio de ligagdo a PABP, a reconstitui¢do dos
complexos elF4F/PABP indica que ndao ha sobreposi¢do dos motivos de ligacdo aos
homoélogos EIF4E e PABP. O estudo mais detalhado dos diferentes dominios do
LmEIF4G3 indica que o0 MIF4G pode mediar a interagdo a LmPABP1-2..Corroborando essa
hipotese, a regido N-terminal do LmEIF4G3 de L. major ndo é capaz de associar-se a
LmPABP1 através de ensaios de duplo hibrido (Yoffe et al., 2009). Pelo menos dois
conjuntos de experimentos, independentes, sinalizam para um novo conceito na interacao
elFAG/PABP, sendo aqui feito o primeiro registro indicando o MIF4G como dominio
envolvido nessa interacdo. Por outro lado, a interacdo do LMEIF4G1 com a PABP1 poderia
constituir, em tripanossomatideos, um exemplo classico de interagdo EIF4G/PABP, uma
vez que a sua regido N-terminal e conteudo de aminodcidos bdasicos sdo maiores.
Entretanto, ndo foi demonstrada interacdo entre LMEIF4G1 e LmEIF4E1-4, fazendo-se
necessarios novos experimentos de interagdo com os recém identificados LmMEIF4E5-6 na

busca de um terceiro complexo elF4F/PABP nestes protozoarios.

6.4 - Considerac0es finais

Considerando que os ensaios de ligagcdo entre as proteinas homologas ao elF4F
foram realizados in vitro, é possivel que algumas intera¢des ndo tenham ocorrido devido a

diferencas fisiologicas e/ou problemas conformacionais. Através de sistemas de
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purificagdo, capazes de simular condi¢des fisiologicas, sera possivel inferir se estas
ligagdes ocorrem da mesma forma “in vivo”, assim como identificar possiveis outros
ligantes. Ensaios de imunoprecipitagdo ja permitiram confirmar muitas das interagdes
observadas a partir dos experimentos de pull-down (como as intera¢des EIF4G3/EIF4E4,
EIF4G3/PABP ¢ EIF4G4/EIF4E3 — Tamara De’Carli, resultados ndo publicados).
Experimentos de super-expressdo das proteinas ThEIF4G3-4, selvagens e mutantes,
permitira avaliar os efeitos dos diferentes mutantes sobre a sintese de proteinas, em T.
brucei, ¢ a capacidade ou ndo de interagir in vivo com outras subunidades do elF4F, que
sera verificada por imunoprecipitacdo (Danielle Nascimento Moura, Tese de Doutorado em
andamento). Ensaios funcionais complementares, para definir melhor a participagdo de
cada um dos fatores homologos ao elF4F nos tripanosomatideos na sua sintese protéica,
também estdo previstos: (1) TAP-Tag das proteinas EIF4AIll, EIF4G3, EIF4G4 de T.
brucei; (2) identificagdo de novos parceiros, através do fracionamento de complexos
protéicos obtidos pelo TAP-Tag, em eletroforese bidimensional e analise por

espectrometria de massas dos Spots obtidos.

Os resultados obtidos aqui indicam a formacdo de pelo menos dois complexos
elF4F em tripanossomatideos (Figura 38), indicando que estes parasitas possuem uma
maquinaria complexa de inicia¢do da sintese protéica, com caracteristicas proprias, mas que
em muitos aspectos assemelha-se aos modelos presentes em outros organismos. O Estudo
do papel funcional destes fatores permitird relaciond-los a mecanismos de regulagdo da
expressao génica, assim como a fung¢do dos mesmos em relagdo a sobrevivéncia, destes
parasitas, em diferentes hospedeiros. A investigacdo dos motivos de interagdao elF4G/elF4A

e elF4G/elF4E podem dar suporte a terapias mais especificas contra doencas como as
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Leishmanioses que apresentam tratamentos dolorosos, inespecificos e associados a geracao
de resisténcia pelo uso inadequado de drogas (Santos et al., 2008). A inibi¢ao da interagdo
elF4G/elF4E tem sido investigada em humanos como possibilidade do tratamento cancer,
onde uma pequena molécula, que compete com o elF4E pela ligagdo ao elF4G, exibe
atividade contra varias linhagens de células cancerigenas (Moerke et al, 2007). Além disso,
o bloqueio da interagdo do elF4G/elF4A tem sido obtida utilizando uma molécula inibidora

que liga-se especificamente ao eIF4A (Lindqvist et al., 2008).

A B

PABPI

Cap 2?7?? ‘
Cap4 ‘ Cap4

TRADUCAO

Figura 38. Os dois possiveis complexos homdélogos ao elF4F nos tripanossomatideos,
com base nos ensaios de pull-down em L. major. (A) LmEIF4G3 interage especificamente
com LmEIF4A1, LmEIF4E4 (e talvez o LmEIF4E1) e LMPABPI. (B) LmEIF4G4 interage
especificamente com o LmEIF4AI, LmEIF4E3 ¢ LmPABPI.

Em sintese, os conhecimentos gerados neste trabalho com relagdo aos homoélogos ao
elF4F nos tripanossomatideos, pode fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas
terapias e vacinas, capazes de interromper a proliferacio destes parasitas nos seus

hospedeiros definitivos.
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7. RESULTADOS COMPLEMENTARES OBTIDOS DURANTE O DOUTORADO

7.1 Estudo complementar acerca do papel funcional de homdlogos de elF4A em T.

brucei

A proteina helicase elF4A, fator de tradugdo responsavel pela remogao de estruturas
secundarias durante a iniciagdo da tradugdo, apresenta dois homologos nos
tripanossomatideos, tendo sua fungdo sido inicialmente estudada em L. major (Dhalia et al.,
2005). Contribuindo para elucidagdo da fungdo destas proteinas, os ortdlogos do eIF4A de
T. brucei (TBEIF4AI e III) foram estudados quanto a localizagdo subcelular, determinagao
de seus niveis intracelulares e efeito da sua deple¢do (por interferéncia de RNA) na
viabilidade/morfologia celular. Assim foi mostrado que o TBEIF4AI ¢ citoplasmatico,
expresso em altos niveis e uma deple¢do minima de 10% reduz drasticamente a sintese de
proteinas, sendo essencial a viabilidade celular. Em contraste, o ThEIF4AIIl ¢ nuclear,
moderadamente expresso e sua deple¢do so inibe a proliferagao celular apenas quatro ciclos
de divisdo celular ap6s sua interferéncia de RNA. De acordo com os dados obtidos,
concluimos que as proteinas TOEIF4AI ¢ ThEIF4AIII sdo respectivamente os homologos
funcionais do elF4AlI e elF4AIIl de mamiferos. A minha contribuicao para este trabalho foi
determinar os niveis intracelulares de ambas as proteinas e avaliar a deple¢ao do
TOEIF4AIIl apo6s a interferéncia de RNA em extratos prociclios de T. brucei.
Adicionalmente, ainda realizei ensaios de interagdo entre as proteinas ThEIF4AIl e
TBEIF4AIIl com a proteina de T. brucei homoéloga a proteina humana Mago (Magoh),

TbMago, associada ao mecanismo de degradacdo de mRNA em humanos. Estes resultados
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fazem parte do artigo “The two elF4A helicases in Trypanosoma brucei are functionally

distinct” publicado na revista Nucleic Acids Research, em 2006 (em anexo).

7.1.1 Analise da expressdo das proteinas TbEIF4AI-Il1 nas fases prociclicas e

sanguineas de T. brucei

Os anticorpos contra as proteinas TPEIF4AI-III, produzidos anteriormente (Rafael
Dhalia, 2005 - Tese de Doutorado em Biologia Molecular, UNB) foram purificados por
imunoadsorcdo e utilizados para a determinagdo dos niveis intracelulares das respectivas
proteinas endogenas nas fases prociclica e sanguinea de T. brucei. As proteinas
recombinantes, TOEIF4AI e TOEIF4AIIl, fusionadas a uma cauda de seis Histidinas, foram
expressas e quantificadas, através de curvas de diluicdo das mesmas comparadas com
concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina — BSA, em gel SDS-PAGE corado
com azul de Coomassie. As proteinas recombinantes foram reveladas em ensaios de
Western-blot comparando o sinal de deteccdo das mesmas com dilui¢des seriadas de
extratos protéicos totais de T. brucei nas fases prociclica e sanguinea (Figura 39). Os niveis
de TbEIF4AI e III endégenos foram entdo estimados através de analises densitométricas,
dos filmes de Western-blot, revelados por quimioluminescéncia (Dhalia et al., 2005). Os
valores obtidos em fentomoles das proteinas TOEIF4AI e TbEIF4AIII para 10° ¢ 10° células
respectivamente, foram convertidos em nimero de moléculas por célula. A proteina
ThEIF4AI foi quantificada em 2.4x10° e 6x10* moléculas por célula, respectivamente na
forma prociclica e sangiiinea T. brucei. A proteina TOEIF4AIII foi estabelecida em 2x10* e
4.5x10° moléculas por célula respectivamente na forma prociclica e sangiiinea de T. brucei.

TbEIF4ALI foi considerada abundante e seus niveis intracelulares sdo compativeis com o0s
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niveis de seu ortdélogo em L. major (Dhalia et al., 2005), assim como com o elF4A de
levedura (von der Haar e McCarthy, 2002). Os resultados da quantificagdo indicam que a
concentragdo intracelular de TOEIF4AI é, pelo menos, 10 vezes maior que a de ThEIF4AIII.
Adicionalmente, a concentracdo das proteinas TOEIF4AI-IIl na forma prociclica, foi

considerada 4 vezes maior que na forma sangiiinea.
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Figura 39: Quantificacdo dos niveis intracelulares das proteinas ThEIF4AI-111 nas
formas prociclicas e sanguineas de T. brucei. Diluigdes seriadas das proteinas TOEIF4AI-
III, em concentragcdes definidas (em fentomoles), foram fracionadas em gel 15% SDS-
PAGE, com uma curva de diluicao de células de ambas as formas prociclica e sanguinea
(1.25x 10* =2 x 10° para o TOEIF4AI ¢ 1.25 X 10° — 2 X 10° para o ThEIF4AIII). Os valores
obtidos em fentomoles das proteinas TBEIF4AI e TbEIF4AIII para 10° e 10° células

respectivamente, foram convertidos em niimero de moléculas por célula.
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7.1.2 Efeito da interferéncia de RNA nos niveis intracelulares da proteina
TbEIF4ALLL.

Para investigar a viabilidade dos parasitos in vivo, na auséncia dos homologos de
TOEIF4AIII , foi utilizada a técnica de interferéncia de RNA (RNAi). O gene ThEIF4AIIl
foi clonado no cassete de expressdao p2T7-177 (LaCount DJ et al., 2000), construido para
inducdo de RNAi. Os genes clonados no plasmideo p2T7-177, sob controle de dois
promotores T7 em orientagdo reversa (regulados pela tetraciclina), sdo flanqueados por
seqliéncias de T. brucei para integracdo gendmica estavel, nos seus mini-cromossomos. Os
parasitos transfectados com a construgdo p2T7-177/TbEIF4AIII foi selecionado pela marca
de resisténcia a fleomicina, para posterior analise do efeito da interferéncia de RNA através
de curvas de crescimento, na presenca ¢ auséncia de tetraciclina (+TET/- TET). Aliquotas
de extratos protéicos, obtidos durante a realizagdo do RNAi do TbEIF4AIIl na
concentracdo de 10° células/ pL foram retiradas nos tempos 24, 48, 72 horas. O perfil de
expressdo da proteina TOEIF4AIIl nas amostras do RNAi foi avaliado por Western-blot.
Apo0s 24 horas de indugdo do RNAI, a proteina TOEIF4AIII ja ndo foi mais detectada no
extrato total de T. brucei (Figura 40). Como esperado, os niveis da proteina TOEIF4AIII

permanecem inalterados na interferéncia de RNA do ThEIF4AL.
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Figura 40. Interferéncia do RNA TbEIF4AIll. Parasitas da forma prociclica foram
transfectados com a construgdo p2T7-177/TbEIF4AIIl, monitorados quanto ao crescimento
celular e analisados em relagdo a expressdo do TOEIF4AIIl. Analises dos experimentos de
RNAi do TbEIF4AI e TbEIF4AIIl por Western-blot, utilizando os anticorpos contra
TbEIF4AIII, mostram a deplecdo especifica da proteina TOEIF4AIII a partir das primeiras

24h de interferéncia.

7.1.3 - Interacéo entre homologos do EIF4A com o homologo a proteina Magoh em T.

brucei

Para avaliar a possivel formagcdo de um complexo de degradacio de RNA nos
tripanossomatideos, similar ao complexo de Jungdo entre Exons (EJC) descrito em
humanos, as proteinas recombinantes ThEIF4AI e III fusionadas a proteina GST foram
imobilizadas na resina Glutationa Sefarose 4B e incubadas com ThMago, marcada com *°S.
Ambos homoélogos do elF4A ligam-se, fracamente, a proteina TbMago (Figura 41). Como
esperado, a proteina ThEIF4AIII liga-se a proteina TbMago, como descrito para o fator
elF4AIIl humano. A intera¢do entre TbMago com TbEIF4AI pode acontecer em fungdo da
alta similaridade deste com ThEIF4AIIl, entretanto pode ndo ser ocorrer in vivo devido as

diferentes localizagdes das proteinas eIF4A em T.brucei. Estas interagdes serdo
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confirmadas por ensaios reversos de pull-down, imunoprecipitagdo, ¢ por purificagao por
cromatografia de afinidade dupla (TAP-Tag). Para os ensaios de TAP-tag, onde ¢ possivel
investigar a formacdo de complexos protéicos in Vivo, ja temos uma linhagem de T. brucei
modificada para expressar a proteina TOEIF4AIII fusionada a um tag de purificagdo. Com
estes estudos complementares, esperamos contribuir ndo s6 para o estudo da iniciagdo da
tradugdo, como também para a investigagdo de processos celulares, relacionados a estes

dois homoélogos funcionais de elF4A, em T. brucei.
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Figura 41. Andlise de interacdo entre os homologos ao elF4A e o homologo Mago de
T. brucei. As proteinas recombinantes GST-TBEIF4AI-III foram imobilizadas em resina
Glutationa Sefarose 4B e incubadas com a proteina >°S-TbMago.. O painel superior
representa o pull-down as proteinas GST-TDEIF4As recombinantes fracionadas em gel
15% SDS-PAGE e corado com azul de Coomassie. O painel inferior representa as

ligagdes entre o ThMago e as proteinas TDEIF4Al e 111 (setas).
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7.2 — Discussédo dos resultados complementares obtidos durante o Doutorado

A quantificacdo das proteinas TOEIF4AI e TbEIF4AIIl em T. brucei demonstrou
que o TbEIF4AI ¢ bem mais abundante em ambas as formas do ciclo de vida do parasita,
em relacdo a proteina ThEIF4AIII, corroborando os resultados obtidos para os respectivos
ortdlogos de L. major (Dhalia et al., 2005). Apesar das proteinas TOEIF4AI e ThEIF4AIIl
apresentarem 69% de identidade entre si, o fator TOEIF4ALI foi detectado no citoplasma e o
TOEIF4AIII no nucleo, apesar do mesmo ndo possuir nenhum sinal claro de importagdo
para o nucleo. Em humanos, os homologos elF4Al e elF4AIll apresentam 66% de
identidade entre si e localizagdes também distintas, o e[F4Al sendo citoplasmatico e o
elF4AIIl nuclear. O elF4AIIl humano foi caracterizado como um fator envolvido em um
complexo formado nas jungdes entre os éxons (EJC), gerado apds o processamento dos
mRNAs por cis-Splicing. O complexo EJC, formado pelas proteinas elF4AIIll, Magoh e
Y14, estd associado ao transporte de mRNA e a degradagdo de mRNAs terminados
precocemente (Non-sense Mediated Decay — NMD), sem qualquer envolvimento no
processo de inicia¢do da sintese protéica (Palacios et al., 2004; Shibuya et al., 2004). Em
conjunto com outros resultados descritos no trabalho publicado (Dhalia et al., 2006, em
anexo) as evidéncias obtidas para os homodlogos de elF4A de T. brucei apontam para o
TbEIF4AI como um fator de tradugdo enquanto o ThEIF4AIII poderia ser um homologo
funcional ao eIF4AIIl humano, que pode ser componente do EJC.

Em tripanossomatideos praticamente nao existem introns, assim o processamento do
mRNA em trans assegura a forma¢do de um mRNA maduro, contendo um mini-éxon

(seqiiéncia SL) fusionado ao éxon codificante para proteina. A regido cicatriz entre mini-
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éxon/éxon poderia fornecer condi¢cdes para a formag¢ao de um complexo EJC nos
tripanossomatideos (Dhalia et al., 2006). Esta hipotese foi ainda reforcada pela
identificacdo de um homologo de T. brucei da Magoh, denominada aqui denominado
TbMago. Ensaios de ligagdo proteina-proteina demonstraram a associa¢do entre as duas
proteinas TBOEIF4ALI e III a proteina TbMago, indicando para a provavel formagdo de um
complexo EJC em tripanossomatideos. Recentemente foi publicado a descricdo de um
provavel EJC em tripanossomatideos, onde as subunidades TbMago e a uma proteina
divergente Y14 de T. brucei se associam in vitro (também avaliado para os homologos de
T. cruzi) e in vivo. Entretanto estas proteinas ndo parecem ligar-se a proteina ThEIF4AIII.
Especula-se que muta¢des em dois dos trés residuos na proteina ThY 14, que em humanos
abolem a interacdo a eIF4AIIl, estejam envolvidas nessa auséncia de interacdo ao
TbEIF4AIll, todavia a implicagdo biologica destas interagdes precisa ser melhor

caracterizada (Bercovich et al., 2009b) .
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8. CONCLUSOES

e As proteinas EIF4G3 e EIF4G4 possuem dois possiveis motivos de ligagdo as proteinas
EIF4E4 e EIF4E3 em L. major;

e As interagdes entre as proteinas EIF4G3-4 e EIF4E3-4 de L. major e de T. brucel,
sugerem a conservagao evolutiva da iniciacao da tradug¢do nos tripanossomatideos;

e O motivo de interagdo das proteinas EIF4G3 ¢ EIF4G4 com a PABP1, em L. major,
parece se localizar no dominio MIF4G e ndo na parte N-terminal, como descrito em varios
outros eucariotos;

e O motivo de ligagdo das proteinas EIF4G3 e EIF4G4 ao EIF4AI ¢ semelhante aos
descritos em outros eucariotos, pois quando mutagenizados abolem a interagdo
elF4G/elF4A,

e Em T.brucei, a proteina EIF4Al parece esta envolvida com a iniciagdo da tradugdo,
enquanto EIF4AIIl possivelmente esta associada a algum mecanismo de degradacdo de
mRNASs;

e Existem dois provaveis complexos EIF4AF/PABP nos tripanossomatideos:

EIF4E4/EIF4G3/EIF4AlI/PABP1 e EIF4E3/EIF4G4/EIF4AAI/PABPI;
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ABSTRACT

Protozoan parasites belonging to the family
Trypanosomatidae are characterized by an unusual
pathway for the production of mRNAs via poly-
cistronic transcription and trans-splicing of a
5’ capped mini-exon which is linked to the 3’ cleavage
and polyadenylation of the upstream transcript.
However, little is known of the mechanism of protein
synthesis in these organisms, despite their impor-
tance as agents of a nhumber of human diseases.
Here we have investigated the role of two
Trypanosoma brucei homologues of the translation
initiation factor elF4A (in the light of subsequent
experiments these were named as TbEIF4Al and
TbEIF4AIIl). elF4A, a DEAD-box RNA helicase, is a
subunit of the translation initiation complex elF4F
which binds to the cap structure of eukaryotic mMRNA
and recruits the small ribosomal subunit. TbEIF4Al is
a very abundant predominantly cytoplasmic protein
(over 1 X 10° molecules/cell) and depletion to ~10% of
normal levels through RNA interference dramatically
reduces protein synthesis one cell cycle following
double-stranded RNA induction and stops cell
proliferation. In contrast, TbEIF4Alllis a nuclear, mod-
erately expressed protein (~1-2 X 10* molecules/
cell), and its depletion stops cellular proliferation
after approximately four cell cycles. Ectopic expres-
sion of a dominant negative mutant of TbEIF4Al,
but not of ThEIF4AIIll, induced a slow growth pheno-
type in transfected cells. Overall, our results suggest
that only TbEIF4Al is involved in protein synthesis
while the properties and sequence of ThbEIF4Alll indi-
cate that it may be the orthologue of elF4Alll, a

component of the exon
mammalian cells.

junction complex in

INTRODUCTION

The flagellate protozoan parasites belonging to the family
Trypanosomatidae include a number of important pathogens
responsible for diseases of worldwide impact such as the
Sleeping Sickness (Trypanosoma brucei), Chagas’ Disease
(Trypanosoma cruzi) and the various forms of Leishmaniasis
(Leishmania sp.) (www.who.int/tdr). These organisms are
unusual in a number of processes necessary for mRNA syn-
thesis and maturation; transcription is polycistronic and mono-
cistronic mRNAs arise after trans-splicing of a capped short
exon on to the 5" end and cleavage and polyadenylation at the
3" end [reviewed in (1,2)]. As a result of trans-splicing, the
5" ends of mature trypanosomatid mRNAs all share the same
39 nt leader sequence with a modified cap 4 structure (3). To
date, little is known about how these mRNAs are translated, if
major differences exist within the process of protein synthesis
when compared with other eukaryotes and whether the com-
mon leader sequence influences how the mRNAs are recruited
for translation.

In eukaryotes, protein synthesis is a complex process
which requires a myriad of different macromolecules
including RNAs and proteins. The critical initiation step
requires a number of translation initiation factors (elFs)
whose activity can be highly regulated [for reviews see
(4-7)]. Paramount within these factors is the heterotrimeric
elF4F complex, which is required for the recruitment of
the small ribosomal subunit to the 5’ end of the mRNA.
elF4F is composed of the RNA helicase elF4A, the cap-
binding protein elF4E and the large scaffolding protein
elF4G which mediates interactions between elF4F and
other translation factors as well as the small ribosomal subunit
[reviewed in (8)].
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elF4A is the prototype member of the DEAD-box family of
RNA helicases which includes several proteins mainly
involved in RNA metabolism. These proteins are classified
within the superfamily II of a much larger group of related
RNA and DNA helicases (9). The RNA helicases couple the
hydrolysis of ATP to various activities relevant for RNA func-
tion such as rearrangement of inter- or intra-molecular RNA
structures, dissociation of RNA—protein complexes and RNA
unwinding. The DEAD-box family members are characterized
by nine sequence motifs (I, Ia, Ib, II, ITI, IV, V and VI and the
Q motif), as well as several individual amino acids, conserved
among the various proteins assigned to this family [for reviews
see (10,11)]. Structurally, e[F4A assumes a ‘dumbbell’ shape
with two globular domains connected by a flexible linker (12).
Comparison with the structure of related RNA and DNA heli-
cases and the Methanococcus jannaschii DEAD-box protein,
similar in size to e[F4A (13), have confirmed the basic overall
structure of the core helicase domains. The various conserved
motifs are positioned in the interface between the two domains
and have been implicated in RNA binding and ATP binding
and hydrolysis. However, little is known about the molecular
basis for RNA specificity and helicase function [reviewed in
(11,14)]. In translation initiation, eIF4A binds to the central
region of elF4G, via the eIF4G HEAT domain (15) and, in
mammals at least, also to the eIF4G C-terminus (16,17). eIF4A
seems to be responsible for melting secondary structures along
the mRNA 5'-untranslated region (5-UTR), facilitating the
binding of the small ribosomal subunit and the scanning of
the leader region to locate the initiation codon (18,19)
[reviewed in (4,6)].

In mammals three different isoforms of eIF4A have been
described. Both eIF4AI and II (90% identity between the two
proteins) are able to reconstitute the eIF4F subunit and pre-
sumably have similar roles in translation (20,21). In contrast,
elF4AIll, only 66% identical to mammalian elF4Al, is func-
tionally distinct. While eIF4AIIl exhibits RNA-dependent
ATPase activity and ATP-dependent RNA helicase activity,
it does not support binding of the small ribosomal subunit to
the mRNA, and inhibits translation in vitro (22). eIF4AIIl
localizes to the nucleus (23) and recent reports indicate that
it may act as an anchoring factor for the exon junction complex
(EJC), and is essential for nonsense-mediated decay (NMD) in
mammals (24-30).

The mechanisms of translation initiation are virtually
unknown in trypanosomatids. A Leishmania elF4A homo-
logue (called LeiF) was first described in Leishmania
braziliensis and Leishmania major as a 45.3 kDa antigen,
expressed in both insect and mammalian stages of the parasite
life cycle, but its role in translation was not investigated
(31,32). Recently, our group has identified multiple L.major
homologues for the three elF4F subunits, all of which are
conserved in T.brucei (33). We characterized two putative
L.major elF4A  homologues, LmEIF4A1 (LeiF) and
LmEIF4A2, with 59 and 52% identities to human elF4Al,
respectively. When assayed with isoform specific antibodies
these two factors differ significantly in abundance in L.major
promastigotes. LmEIF4A1l is very abundant with over
10° molecules/cell whilst LmEIF4A?2 is either absent or pre-
sent at levels below 10* molecules/cell. Furthermore, only
LmEIFAA1 was found to bind specifically to the HEAT
domain of one of the Leishmania eIFAG homologues (33).

In this paper we take advantage of the genetic tools available
for the study of gene function in T.brucei to extend this analysis
of the two trypanosomatid eIF4A homologues. Initially, the
mRNA and protein levels of the two T.brucei eIF4AA ortho-
logues were analysed during the life cycle. Their intracellular
localization was identified through overexpression of enhanced
yellow fluorescent protein (EYFP) fusions and their role for
parasite viability investigated through RNA interference and
overexpression of dominant negative mutants. Our results
show that the T.brucei orthologue of LmEIF4Al (named as
ThEIF4AI) is the functional homologue of the elF4A present
in eIF4F. As for the orthologue of LmEIF4A2, it seems to be the
functional homologue of the nuclear eIF4AIII present in higher
eukaryotes and has been named here as ThEIF4AIIL.

MATERIALS AND METHODS
Sequence analysis and molecular modeling

BLAST searches were carried out with the T.brucei genome
sequences available at the Gene DB website of the Sanger
Institute Pathogen Sequencing Unit (www.genedb.org). Fur-
ther sequence searches, Clustal W alignments and molecular
modeling were done as described previously (33).

PCR and cloning methods

The THEIF4AI coding sequence was amplified from T.brucei
Lister 427 genomic DNA (5'primer, AAG CTT CCG CCA
CCA TGG CCC AAC AAG GAA AG; and 3'primer, GGA
TCC AGA ACC CTC ACC AAG GTA GGC AGC; added
restriction sites used in cloning are underlined) resulting in
the entire open reading frame (ORF) flanked by sites for the
enzymes HindIIl and BamHI. The same strategy was used for
the amplification of the ThEIF4AIIl sequence (5'primer, AAG
CTT CCG CCA CCA TGA CAG CAA CCG CAA GG; and
3'primer, GGA TCC AGA ACC GAA CTG TTC ACC GAC
GTT TG). The amplified fragments were then cloned into the
vector pGEM-T Easy (Promega) and sequenced. In order to
express N-terminal His-tagged fusion proteins both fragments
were then recovered by digestion with HindIIl and BamHI and
subcloned into the same sites of a modified pET15b vector. To
generate the THEIFAAI-EYFP and THEIFAAIII-EYFP con-
structs, the two elF4A fragments were cloned into the HindIII
and BamHI sites of p2215, a modified form of pLEWS82 (34).
To make p2215, the EYFP ORF (Clontech) was obtained as a
BamHI/BglIl fragment and inserted into the BamHI site of
pLEWS2. On expression, the resultant fusion protein had the
sequence: elF4A C-terminal residue-GSGSGGG-EYFP. For
the RNAi experiments the same two elF4A DNA fragments
were also subcloned into the HindIII/BamHI sites of the trans-
fection vector p2T7-177 (35). Dominant negative mutants were
made by altering the sequence of the DEAD box of the helicase
(motif IT in Figure 1) to DQAD (11,36). Tetracycline-inducible
expression of wild type and dominant negative forms of e[F4A
was performed using p2280, a derivative of pLEW 100 made by
introducing a BamHI/BgIII DNA segment encoding three tan-
dem myc epitope tags to its BamHI site. The two HindIIl/
BamHI T.brucei elF4A fragments were cloned into the same
sites of p2280 resulting in the expression of fusion proteins with
the myc epitope tags on their C-terminus giving the sequence
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Figure 1. Sequence alignment comparing the T.brucei, T.cruzi and L.major eIF4A homologues. Sequences were aligned with the Clustal W program, from the Centre
for Molecular and Biomolecular Informatics (http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools/clustalw.shtml). Amino acids identical in >60% of the sequences are highlighted
in dark gray, while amino acids defined as similar, based on the BLOSUM 62 Matrix, on >60% of the sequences, are shown in pale gray. When necessary, gaps
were inserted within the various sequences (dashes) to allow better alignment. The nine motifs typical of DEAD-box RNA helicases (10,11) are highlighted.
The single arrows indicate other individual amino acids which seems to be relevant for e[F4A function or RNA binding (12,42). Relevant GenBank accession
numbers: LmEIF4AI, AAC24684/AAC24685; LmEIF4AIIL, CAJ05468; ThEIFAAL EAN76544; ThEIFAAIIL, EAN79829; TcEIF4AL EAN98527; TcEIF4AIIL,

EANS88971.

elF4A-GSGSGPREQKLISEEDLPREQKLISEEDLPREQK-
LISEEDLPR.

Parasite growth, transfection and RNAi

Procyclic form T.brucei Lister 427 cells were used throughout.
RNAI and ectopic expression of eI[F4A were performed using
T.brucei Lister 427 29-13, containing integrated copies of
pLEW 29 and pLEWI13 (34). Procyclic T.brucei forms
were propagated in SDM-79 medium at 27°C, supplemented
with 10% feotal calf serum (FCS). For the 29-13 cell line,
cultures were also supplemented with G418 (15 pg/ml) and
hygromycin (25 pg/ml). Parasite growth was monitored
microscopically every 24 h. Mid-log phase cultures (10°—
107 cells/ml) were then used for transfection and total protein
extract production. Bloodstream forms (Lister 427) were
cultivated in HMI-9 medium (37) at 37°C, 5% CO,, supple-
mented with 10% FCS. Cultures grown to mid-log phase
cultures (10°-10° cells/ml) were also harvested for the pro-
duction of total protein extract.

Plasmids were linearized with Notl prior to electroporation
and stable DNA integration was selected using phleomycin
(2.5 ug/ml). For the RNAIi experiments 1 pug/ml of tetracycline
was added to mid-log phase cultures of transfected cells.

RNA analysis

RNA extraction and Northern blots were performed using
standard methods (38,39). DNA fragments containing com-
plete ORFs were used as probes for ThEIF4As and EP pro-
cyclin. A genomic repeat containing both o~ and B-tubulin
genes was used to detect tubulin mRNA.

Recombinant protein expression, antibody production
and western blots

His-tagged THEIFAAI and TDHEIF4AIIl were expressed in
Escherichia coli BL21 Star (DE3) using pET15b derived plas-
mids. The recombinant polypeptides were insoluble after lys-
ing the cells using a French Press. The polypeptides were
purified by preparative SDS—PAGE and the bands correspond-
ing to the recombinant proteins were then excised and sent for
the production of polyclonal serum (CovalAb). Prior to their
use, both antibodies were first affinity purified as described
elsewhere (40) with their respective recombinant proteins.
Cross-reacting antibodies were eliminated by previous
incubation of the anti-ThEIF4AI antisera with ThEIF4AIIl
recombinant protein and vice versa. To estimate the levels
of the elF4A proteins, first the recombinant proteins were
quantified by serial dilutions in SDS-PAGE by comparison


http://www.cmbi.kun.nl/bioinf/tools/clustalw.shtml

2498 Nucleic Acids Research, 2006, Vol. 34, No. 9

with known concentrations of BSA (data not shown). After
quantification they were then used in western blots with the
respective antisera and compared with serial dilutions of total
protein extract from both procyclic and bloodstream forms of
T.brucei. The endogenous protein levels were then estimated
by the densitometric analysis of the western blot results as
described elsewhere (33).

Fluorescence microscopy

For the indirect immunofluorescence assay, wild-type pro-
cyclic cells grown to mid-log phase (5 x 10°/ml) were har-
vested, washed with phosphate-buffered saline (PBS)/10 mM
glucose and adsorbed to polylysine coated slides. The cells
were then fixed in 100% methanol at —20°C/15 min. Antibody
detection of ThEIF4AI and III followed standard procedures.
DNA was stained using Hoechst 33258. For the analysis of the
cells expressing ThEIF4AI-EYFP and ThEIFAAIII-EYFP, ali-
quots of 5 X 10° cells were harvested, washed with PBS/10
mM glucose and fixed in 0.1% formaldehyde for 5 min. In this
case, DNA was stained using Hoechst 33342.

Metabolic labelling

To measure the rate of protein synthesis, [>>S]methionine
(10 puCi/ml) was added to mid-log cultures which were
incubated for 1 h prior to the determination of trichloroacetic
acid precipitable incorporation into protein. Parallel incuba-
tions in the presence of 50 pg/ml cycloheximide were used to
estimate incorporation of radiolabel by processes other than
cytoplasmic protein synthesis. For metabolic labeling, cultures
were washed twice with methionine-free RPMI 1640 medium
and then resuspended at 1 x 107 cells/ml in methionine-free
RPMI 1640 containing 50 pCi/ml [>>S]methionine and incu-
bated for 1 h at 28°C prior to harvesting and analysis by
SDS-PAGE and autoradiography.

RESULTS
Identification of the T.brucei eIF4A homologues

The T.brucei homologues of eIF4A were identified in searches
of the genome sequence using human elF4AI as well as the
two Leishmania elF4A sequences. At the amino acid level, the
two T.brucei proteins, ThEIF4AIl and TPEIF4AIll, are very
similar to their L.major orthologues with identities of 88% for
the e[F4AAI and 82% for the eIF4AIII pair (to avoid confusion
and in view of the data presented below the L.major eIF4A
homologues, previously called LmEIF4A1 and 2, have also
been renamed to LmEIF4AAI and LmEIF4AIII and this nomen-
clature will be used when needed). The assignment as e[F4A
homologues reflects the fact that the two sequences are the
closest matches in the two parasite protein databases to human
elF4AI and both share identities of over 50% with the human
protein. The third nearest eIF4A homologue in both T. brucei
and L. major databases has been assigned to another group of
RNA helicases, Dhh1 (33), with an identity of only ~40% to
human eIF4AI. In order to analyse the conservation of the
putative elF4A homologues within an additional member of
the family Trypanosomatidae, we performed similar searches
using the T.cruzi genome database. Again, orthologues to both

proteins could be found in 7'.cruzi with the third nearest match
to human eIF4AI being Dhhl.

Figure 1 shows a sequence alignment comparing the two
elF4A sequences from T.brucei with those from T.cruzi and
L.major. Highlighted in the figure are the various conserved
motifs typical of eI[F4A and related proteins which have been
shown to be required for different aspects of the RNA helicase
activity. Motifs I, I, VI and the recently identified Q motif (41)
have been implicated in ATP binding and hydrolysis; motif I1I
may link nucleotide hydrolysis to helicase function; motifs Ia,
Ib, IV and V may be involved in RNA binding [reviewed in
(11,14)]. Several conserved arginine residues, which have also
been implicated as important for el[F4A/helicase function in
yeast elF4A (12), as well as a conserved N-terminal pheny-
lalanine residue are also shown (42). Overall the alignment
confirms the close similarity between the various homologues.
In general the N-terminal half of the protein is less conserved
than the C-terminal half but only in the very N-terminus are
significant differences in the sequences observed. A few con-
served differences between the three elF4AIl and three
eIF4AIIl homologues with potential significance for their
function can be identified, such as the replacement of a con-
served F46 E47 doublet within the Q motif of e[F4Al by YK in
elFAAIII proteins. Other individual substitutions conserved
between the elF4Al and elF4AIIl homologues can be seen
within motifs Q (S50T, S51A), T (Q71S), IV (A275C), V
(V328W) and VI (G359T). So far however the functional
significance of these substitutions is unknown.

Expression of ThEIF4A mRNAs in 7.brucei bloodstream
and procyclic forms

To begin the functional characterization of T.brucei elF4A
homologues and assay their expression at the mRNA level,
the two genes were amplified, cloned and used as probes in
northern blots of RNA from T.brucei procyclic and blood-
stream forms (Figure 2A). The membranes were also probed
for the constitutively expressed tubulin, to confirm that equal
amounts of mRNA were loaded in each lane, and for the
procyclic-specific EP procyclin mRNA to verify the stage
specificity of both sets of mRNAs (43).

The two T.brucei eIFAA mRNAs were readily detected and
found to be at constant levels throughout the parasite life cycle.
However, according to the northern blot, the ThEIFAAI mRNA
produces a much stronger signal than ThEIF4AIII. Since both
probes used were of similar specific activity, and the exposures
times for the films were similar as well, it seems that the
THEIFAAIII mRNA is far less abundant than TbHEIF4AL
Remarkably, although the ORFs for both proteins are similar,
1215 versus 1206 bp for ThEIF4AI and ThEIF4AIll, respec-
tively, their mRNAs differ significantly, with the ThEIF4AI
message, at ~3 kb, being nearly twice the length of ThEI-
FAAIIl (~1.6 kb), probably reflecting a considerable dif-
ference in the length of the 3’-UTR.

TbEIF4ALl is about 10-fold more abundant than
THEIF4AIII in both procyclic and bloodstream forms

Recombinant His-ThEIF4AI and III were expressed in E.coli,
purified from inclusion bodies and used to produce antisera.
Affinity purification and depletion was used to produce spe-
cific antibodies for each protein (see below, Figure 6A). The
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Figure 2. Expression analysis of ThEIF4AI and III. (A) Total RNA from both
procyclic (PCF) and bloodstream (BSF) T.brucei forms was separated on de-
naturing gels and used in northern blot assays to detect the expression of
TbEIF4ALI and III. One of the blots was overprobed with tubulin (ubiquitously
expressed) and EP procyclin (expressed in procyclics only) as controls. The
migration of RNA size markers is indicated on the left in kilobases. (B) Quan-
tification of ThEIF4AAI and ThEIF4AIIl in the procyclic and bloodstream forms
of T.brucei. Recombinant His-tagged ThEIF4Al and I1I were quantified, diluted
to defined concentrations (in fmol) and ran on SDS-PAGE gels with whole
parasite extract obtained from known number of cells from both procyclic and
bloodstream forms (1.25 x 10*-2 x 10° for ThEIF4ALand 1.25x 10°~2 x 10° for
ThEIF4AIIIl). The proteins samples were then transferred to Immobilon-P
membranes followed by incubation with the affinity purified isoform specific
antisera and goat anti-rabbit IgG conjugated with peroxidase, and detection by
ECL. The values obtained for the abundance of the two proteins in fentomoles/
10° or 10° cells were then converted in number of molecules/cell.

antibodies were then used in western blots to analyse the
expression of both proteins as well as to estimate their intra-
cellular levels. ThEIF4AI is very abundant (Figure 2B) and
although the quantification is only approximate, its levels were
estimated at ~2-5 x 10° and 0.8-1.5 x 10°> molecules/cell in
procyclic and bloodstream forms, respectively, this difference
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being a reflection of the relative volumes of the two cell types.
These levels are compatible with what has been observed with
the L.major orthologue (33) as well as yeast e[F4A (44). In
contrast, ThEIF4AIII levels were estimated at ~2 X 10* and
1 x 10" molecules/cell in procyclic and bloodstream forms,
respectively (Figure 2B). These data indicate that ThDEIF4AI is
present at levels at least 10-fold higher than ThEIF4AIll, a
difference which is reminiscent of the situation with the
L.major orthologues (33). Since there are estimated to be
~50 000 mRNAs per procyclic cell (Supplementary Data),
THEIF4Al is in excess relative to mRNA, in contrast to ThEI-
F4AIIL Overall we conclude that both proteins are expressed
constitutively and that only the ThEIF4Al levels are compati-
ble with a role in translation.

Subcellular localization of ThbEIF4AI and III

To determine the subcellular localization of the T.brucei
elF4A homologues we used two different experimental
approaches. First the ThEIF4AI and ThEIF4AIIl ORFs were
cloned into the vector p2215 and the construct integrated into
the non-transcribed spacer of a ribosomal RNA gene locus in
the procyclic cell line Lister 427 29-13. This resulted in a
tetracycline-inducible transgene encoding the elF4A fused
at the C-terminus to EYFP. Expression of both constructs
was first verified by western blotting and similar levels of
expression were observed for both ThEIF4AI and III-EYFP
fusion proteins (data not shown). The fluorescent proteins
were visualized by microscopy (Figure 3) and strikingly,
the two proteins localize differentially within cells. ThEI-
FAAI-EYFP is found predominantly in the cytoplasm, whilst
THEIFAAII-EYFP is only found in the nucleus. These results
were confirmed for the endogenous proteins through indirect
immunofluorescence using isoform specific antibodies: again
THEIF4AI was mainly found in the cytoplasm whilst ThEI-
F4AIIl was only detected in the nucleus (Figure 3).

RNAI of ThEIF4AI and THhEIF4AIIl

The function of the two elF4A homologues was then inves-
tigated by knock down of expression through RNA interfer-
ence. First, both ORFs were subcloned into the vector
p2T7-177 vector (35) and the constructs integrated into the
procyclic cell line Lister 427 29-13 resulting in cell lines with
tetracycline-inducible expression of double-stranded RNA.
Cell proliferation was reduced within 24 h and ceased
around 48 h after induction of ThEIF4AI RNAi (Figure 4A)
and the cell density increased by ~3-fold during this time.
Western blotting over a time course after addition of tetracy-
cline showed that the level of the protein decreased to <10% of
the starting level but expression was not completely ablated
(Figure 4B). Protein synthesis after induction of ThEIF4AI
RNAi was monitored in two ways: (i) metabolic labelling
to identify any alterations in the complement of polypeptides
synthesized, and (ii) the rate of total protein synthesis was
measured. There were no substantial changes in the profile
of proteins synthesized although a small number of polypep-
tides appear to be relatively less affected by ThEIF4AI deple-
tion. The overall rate of protein synthesis had halved by ~22 h,
the time at which cell proliferation ceased and was reduced to
<20% of the uninduced control by 48 h as shown in Figure 4C.
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Figure 3. Subcellular localization of THhEIF4AI and III in T.brucei procyclic
forms. Subcellular localization of the ThEIF4AI and III /EYFP fusion proteins
in transfected T.brucei cells was examined with a fluorescence microscope. The
localization of native ThEIF4AI and III was also confirmed in wild-type pro-
cyclic cells (WT 427) by indirect immunofluorescence using the ThEIF4AI or
ThEIF4AIII specific antibodies followed by incubation with the fluorescein-
conjugated secondary antibody. Where indicated, the cells were counterstained
to locate the nuclear and kinetoplast DNA. Note lack of THhEIFAAIII staining of
the kinetoplast.

The phenotype of cells after RNAi ablation of THhEIF4AIIL
was different. These cells only showed a dramatic reduction in
the rate of proliferation 3 days after induction of RNAI1, during
which time the cell density increased ~20-fold (Figure S5A).
Levels of TOhEIF4AIII fell dramatically during the first 24 h of
RNAI (Figure 5B), and the protein was only just detectable in
extracts derived from cells at the 48 h time point. It is possible
that, owing to its low abundance even in wild-type cells,
residuals levels of THEIF4AIII persist longer than 48 h in
the cells after RNAi although they are not detected by the
western blotting assay. These residual levels would be respon-
sible for the delayed onset of the growth phenotype. The
western blotting results also confirm that lack of ThEIF4AIIl
is not involved in the phenotype induced by the depletion of
ThEIF4AI since no reduction in levels of ThEIF4AIIl was
observed in cells submitted to the ThEIF4AAI RNAi procedure
(Figure 5B). Likewise the ThEIF4AIIl RNAi does not lead to
any reduction in the levels of ThEIF4AI (Figure 4B). These
results are compatible with ThEIF4AIII being required only at
very low levels so that many cell cycles are required after
addition of tetracycline to impair cell growth. In contrast,
the levels of THEIF4AlI, despite its abundance in wild-type
cells, are much more sensitive to RNAi mediated depletion,
consistent with a role in overall protein synthesis.

Expression of dominant negative mutants of ThEIF4AI
and III in transfected procyclic cells

The helicase activity of eIF4A is essential for protein synthesis
and viability and some mutations that abolish its activity can
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Figure 4. RNAIi of ThEIF4AI. Procyclic T.brucei cells were transfected with
the p2T7-177 derived plasmid containing the ThEIF4AI gene. Transfected cells
were selected after growth in the presence of phleomycin and RNA interference
induced after tetracycline addition. At regular intervals, cellular growth was
monitored by counting the number of viable cells, expression of ThEIF4AI
assayed and total protein synthesis investigated by [**S]methionine incorpora-
tion. (A) Cell density of transfected cultures with and without tetracycline
addition. (B) Western blot analysis of the time course. Note the various dilutions
of total cell extract for comparison (1-1/32 cell equivalent—1 cell equivalent
equals to 10° cells and was used in the various RNAIi lanes). ThEIF4AI was
detected with the affinity purified antisera and anti-BiP was used as a loading
control. The same blot was probed with both antibodies. Equivalent extracts of
cells transfected with the p2T7-177/ThEIF4AAIII construct (see also Figure 5)
were also used in the blot to monitor for TOEIF4Al levels. (C) [*>Smethionine
incorporation profile in transfected cells grown without tetracycline or 24 and
48 h after its addition. Total protein synthesis was estimated after RNAi
for TPEIF4AI by incubating aliquots of the cells in the presence of [*>S]methio-
nine for 1 h followed by TCA precipitation, quantitation of the incorpor-
ated radioactivity or SDS-PAGE followed by autoradiography of the
selected samples.
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Figure 5. RNAi of ThEIF4AIIL Procyclic T.brucei cells were transfected with
the p2T7-177/ TPEIFAAIII construct as described for Figure 4, monitored for
cellular growth and assayed for expression of ThEIF4AIIIL. (A) Cell density of
transfected cultures at different time points with and without tetracycline addi-
tion. (B) Western blot analysis of the time course for both the ThEIF4AIII and
THEIF4AI RNAi experiments using the ThEIF4AIII antibodies. Samples from
the same experiment assayed in Figure 4B were assayed for ThEIF4AIIl
expression.

act as dominant negative mutants. Wild-type T.brucei heli-
cases and equivalent DEAD-box mutant transgenes, in
which the glutamic acid residue in the DEAD motif II
(Figure 1) was substituted with a glutamine (DEAD—DQAD),
DQAD), were expressed using a tetracycline-inducible pro-
moter. This mutation induces a dominant negative phenotype
in mammalian eIF4AlI, resulting in potent inhibition of protein
synthesis and is widely used to abrogate the function of
DEAD-box proteins (11,36). The transgenes encoded a
C-terminal triple myc tag to distinguish the expression of
the transgene from the endogenous protein. Wild-type and
mutant versions of the two proteins were then expressed in
procyclic Lister 427 29-13 cells and analysed by western blot-
ting (Figure 6). The tetracycline regulation of expression was
effective and the wild type and mutant proteins were expressed
at similar levels (Figure 6A). The level of expression relative
to the endogenous protein varied; the expression from the
THEIF4AI transgenes was lower than expression from the
endogenous gene whereas expression from the ThEIF4AIIl
transgenes was several fold higher than the endogenous pro-
tein. All the myc-tagged transgenes localized correctly (data
not shown).
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Cell growth and transgene expression was monitored over a
time course (Figure 6B). Expression from the ThEIF4AI trans-
gene reduced over the time course and was barely detectable
by 104 h. We have observed this diminution of expression over
time with other, but not all, transgenes expressed from vectors
derived from pLEW 100 and are unsure of the cause. The only
transgene that had any effect on growth was the mutant form of
THEIF4ALI (Figure 6C), all others grew at the same rates as the
control cultures without tetracycline (data not shown). At
18-51 h after the addition of tetracycline, the expression levels
of the ThEIF4Al transgenes were readily detectable and the
mutant, but not the wild type, produced a slowing of growth.
As the expression of the transgene reduced, the culture
returned to the same rate of growth as the no tetracycline
control. In contrast, the significantly overexpressed ThEI-
F4AIIl mutant transgene had no effect on growth of the cul-
ture. Interestingly, the expression of the TbEIF4AIIL
transgenes, but not the ThEIF4AI transgenes, resulted in
increased levels of the endogenous protein. Overall, the results
are compatible with the RNA helicase activity of ThEIF4AI
being strictly required for growth. As for ThEIF4Alll, the lack
of a slow growth phenotype when the dominant negative mut-
ant is expressed suggests that either its RNA helicase activity
is not required for the protein function or it is not affected by
the DEAD—DQAD mutation. Either option strongly indicates
that TOEIF4AIII is not active in translation.

Mapping of isoform specific amino acids

The results described above for ThEIF4AIII are reminiscent of
what is known of mammalian eI[F4AIIIl (Discussion). Human
elF4AIll, identified previously as a negative regulator of trans-
lation (22), has been shown to be a component of the EJC, with
roles in mRNA export, cytoplasmic RNA localization and
NMD (24-27). Pairwise sequence comparisons between ThbEI-
F4AI and III (or their orthologues in T.cruzi and L.major) and
the functionally divergent human elF4Al/eIF4AIIl do not
show a clear match between either of the parasite homologues
with the two human sequences. Indeed, the overall identity
between human elF4Al/eIF4AIIl (66%) is greater than that
between either protein and the two trypanosomatid elF4As
(~55-60%).

The kinetoplastid e[F4AI and eIF4AIIl sequences were then
aligned with putative eI[F4AI and elF4AIIl homologues from
the major lines of eukaryotic evolution (Figure 7). The homo-
logues from Arabidopsis thaliana and Schizosaccharomyces
pombe were identified using BLAST searches of non-
redundant sequence databases using the human elF4Al or
elF4AIIl sequences as queries. The alignment in Figure 7
does not show any continuous sequence of amino acids that
distinguish between all putative eIF4Al or e[F4AIIl homo-
logues. However, at various positions, interspersed within
the sequences common to both sets of proteins, individual
amino acids can be identified which are conserved and unique
either to the elF4AIl or eIF4AIll proteins. Table 1 lists 13
positions where a clear difference could be found between
the two sets of sequences. Several, but not all, of these
amino acid substitutions are also shared by an eIF4Alll-related
protein from Saccharomyces cerevisae, Fallp, a nucleolar
protein shown to be required for 40S ribosomal subunit forma-
tion (45). Fallp, however, does not seem to be involved in EJC
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Figure 6. Expression of myc-tagged dominant negative mutants of ThEIF4AI and IIT in procyclic cells. (A) Western blot analysis of the expression of the various
TbEIF4ALI and III/myc fusions in transfected cells in the absence or after exposure to tetracycline for 18 h. In each case the expression was detected using antibodies
specific to each of the eIlF4A homologues. The ThEIF4AI western blot was simultaneously probed with anti-BiP as a loading control. (B) Time course expression of
the different versions of ThEIF4A-myc after tetracycline addition to the culture. The ThEIF4AI western blot was simultaneously probed with anti-BiP as a loading
control. (C) Effect of the expression of the dominant negative form of ThEIF4AI-myc on the growth of the transfected cells in culture.

formation since a search in S.cerevisae for similar EJC con-
stituents, conserved in other fungi and in plants, such as
Magoh or Y14, did not produce any clear homologues.

The various amino acid substitutions listed in Table 1
(TPEIF4A 1 numbering), indicated by a star in the alignment
in Figure 7, discriminate between all putative elF4AI and
elF4AIIl homologues compared, including the two trypanoso-
matid proteins. These substitutions are located in the two
globular domains present in elF4A and related DEAD-box
helicases (11,14). Both the N- and the C-terminal domains
have been shown to participate in the binding to RNA and
ATP required for the helicase/ATPase activities, but few roles

have been postulated for them regarding specific protein func-
tions. The alignment results clearly show that candidate
elF4AIIl homologues are present throughout the various
eukaryotic lineages, although it has only been functionally
characterized in metazoans. The unique substitutions are
also indicative of amino acids involved in specific aspects
of eIF4AI/III function in general (see below).

Molecular modelling of THhEIF4AI and THEIF4AIIl

To understand the functional implications of the observed
amino acids substitutions to elF4A function, not only in
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Figure 7. Sequence alignment comparing ThEIF4Al and III with the putative eIF4Al and eIF4AIII from selected organisms. (A) Sequences were aligned as described
in Figure 1 and the various DEAD-box motifs are shown as indicated previously. The predicted secondary structural elements derived from the modelling shown in
Figure 8 and from Ref. (46) are indicated numbered o.1-013/n1-14 (alpha-helices—H) and B1-f14 (beta-strands—S). Asterisk indicates amino acids which
distinguish between the eIF4AI and eIF4AIIl homologues. Further relevant GenBank accession numbers: human (Hs) elF4AI, AAX43035; human elF4AIII
(HselF4A3), P38919; S.pombe (Sp) elF4A1, CAAS56772; S.pombe elF4A-like protein (Sp4Alike), CAA92238; A.thaliana (At) eIF4A1, NP_177417; A.thaliana

elF4A-like protein (At4Alike), NP_188610.

trypanosomatids but also in eukaryotes in general, we modeled
the structures of both ThEIF4AI and III based on the solved
structure of either the yeast S.cerevisae elF4A (12) or the
related DEAD-box protein Dhhlp (46). The structure of
yeast elF4A is in an open conformation with the two globular
domains positioned apart and non-interacting. In contrast,
Dhhlp is in a closed conformation with the two domains
facing each other. Most of the conserved motifs in Dhhlp
are positioned in close spatial proximity facing the cleft
between the two domains. Both sets of models were validated

as described (33) and found to have self-consistency in terms
of sequence—structure compatibility and to be of good overall
quality. For our analysis we favored the closed conformation
structure since the two domains need to interact in order to
fully form the ATP- and RNA-binding sites (12,46,47).
Figure 8 A shows the ribbon drawing for the predicted struc-
tures of ThEIF4AI and ThEIF4AIIL. Highlighted in the figure
are several of the diagnostic amino acid substitutions identified
in the eIF4A alignment (Figure 7). Of special interest is the
V/L328W substitution in motif V, in the C-terminal domain.



2504 Nucleic Acids Research, 2006, Vol. 34, No. 9

Table 1. Summary of the amino acid substitutions identified between the putative eIF4AI/eIF4AIIl homologues from the main lineages of eukaryotic evolution

Position: ThEIFAI Substitution: 4AIl > 4AIIL Secondary structure Domain Overall position in predicted tertiary structure
93 K/N/V >R Loop N-terminal Near o5/exposed

139 Q/R > E/G oS N-terminal Exposed

146 Q/A > E/D oS N-terminal Exposed

153 V > S/A* B4 N-terminal Buried

197 F>Y o8 N-terminal Partially exposed

213 M>L Loop N-terminal Interface/next to Motif IIl/partially buried
220 L/V1>M o9 N-terminal Buried

226 R/N>T Loop C-terminal Exposed

256 L>F o 10 C-terminal Partially buried

264 E>D" o 10 C-terminal Exposed

303 S/D > P* Loop C-terminal Exposed

328 V/L > W? Loop C-terminal Interface/Motif V/Buried

388 H/N > A/S* Loop C-terminal Exposed

“These substitutions but not the others are present in the S.cerevisae nucleolar protein Fallp [may be related to the eIF4AIII proteins (45)].

Motif V lies in a loop positioned in the interface between the
two domains and, in Dhhlp, several amino acids in this motif
are seen to make direct interactions with specific amino acids
in motifs [ and Q, positioned in the N-terminal domain (46). In
the models shown here both the V and W residues in ThEIF4AI
and III, respectively, are protruding from the main polypeptide
backbone in the direction of a cleft in the proteins’ N-terminal
domain. To investigate the likelihood of either amino acid
interacting with neighboring chains, atoms in these chains
were first identified which are positioned within a radius of
4 A from the two residues. These are the only ones capable of
forming non-covalent interactions to atoms in either amino
acid and the full set of potential interactions are shown in
Figure 8B as dotted lines. The substantially larger W residue
in ThEIF4AIll is capable of making a number of interactions
with neighboring amino acids in both the N- and C-terminal
domains, as well as with the polypeptide backbone. In con-
trast, the V residue in ThEIF4Al is very limited in the number
of interactions it can establish. It is possible then that the
presence of the W residue in ThEIF4AIII, and other e[F4AIII
homologues, can enhance the interaction between the helica-
se’s two domains as compared to the V/L residue in the eIF4Al
and even Dhhlp proteins.

Other potentially interesting eIF4Alll-like substitutions
map in helices 5 (Q/R139E/G, Q/A146D/E) and 10 (L256F,
E264D), on the N- and C-terminal domains, respectively.
These helices are largely exposed to the solvent on the external
side of the proteins (Table 1) and thus the amino acids
involved could mediate e[F4A binding to functional partners.
Indeed, recent evidence strongly supports such a hypothesis.
First, the binding surface for eI[F4GII has been mapped to the
C-terminal domain of eIlF4AI (47). A double mutation in
human eIF4AIl which prevents binding to eIF4GII maps to
helix 10 and targets the same glutamate residue (E264)
found to be unique to the eIF4Al sequences. Likewise, the
two substitutions in helix 5 are included within a proposed
elF4AIII specific motif (motif C) which has just been found to
constitute part of the binding site for the EJC component
MNLS51 (30). Moreover, a further unique substitution identi-
fied in Figure 7, which lies in an exposed loop near the
C-terminal end of the elF4A proteins (H/N388A/S—also
shown in Figure 8), lies within another proposed motif
(motif H) found to be required for e[F4AIII to bind spliced
mRNA and to rescue NMD in eIF4AIII depleted cells (30). In

summary, we have identified several individual amino acids
conserved in either eIF4AI or eIF4AIIl sequences which may
play significant roles in these proteins’ functions not only in
trypanosomatids but also in eukaryotes in general.

DISCUSSION

The results presented here provide strong support that only one
of the two eIF4A homologues identified in trypanosomatids is
involved in the initiation of translation. The abundance of the
ThEIF4 Al protein, its constitutive expression during the para-
site life cycle as well as its cytoplasmic localization, the effect
of RNAI depletion and the dominant negative phenotype of the
DEAD—DQAD mutation are all compatible with what is
expected of this protein. In contrast, ThEIF4AIIl does not
seem to play an obvious role in protein synthesis. The nuclear
localization of ThEIF4AIll, its low abundance, longer
response to the RNAi induced phenotype and lack of inhibition
by the dominant negative mutant all indicate an essential role
in RNA metabolism in the nucleus unrelated to eIF4A function
in translation. These results are also compatible with what is
known of the L.major orthologues; LmEIF4Al binds strongly
to at least two elF4G homologues whereas LmEIF4AIIl has a
reduced binding activity [(33) and C. R. S. Reis, unpublished
data]. Mammalian eIF4AIII localizes mainly to the nucleus
(23), is present in levels ~10-fold lower than eIF4AI in HeLa
cells and does not function in protein synthesis (22). An
unusual feature of human eIF4AIIl is that the DEAD—DQAD
DQAD mutation has no effect on its activity in EJC formation
and NMD (30). Thus, ThEIF4AIII behaves similarly to human
elF4AIIl in several important aspects and, coupled with the
sequence analysis data, our results are consistent with it being
an elF4AIIl orthologue with functions possibly conserved
along most major lines of eukaryotic organisms.

As part of the EJC, eIF4AIll binds directly to the core
proteins Magoh, Y14 and MLNS51 (25-30) and also to other
proteins required for EJC function such as the TAP and Aly/
REF proteins involved in nuclear mRNA export (25). Magoh
homologues have been clearly identified in the three try-
panosomatid genomes finished to date, T.brucei (GenBank,
AAZ12053), T.cruzi (EAN97132) and L.major (CAJ06870)
and possible TAP homologues can also be found. We have
also tried to identify candidate Y14, MLNS51 or Aly/REF



homologues but so far without success. However, both Y14
and Aly/REF are small RNA-binding proteins with single
RRMs, a category which includes many proteins with
unassigned functions in those three genomes (48). It may

TBEIF4AI

TbEIF4AIII
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be possible that, due to the degree of evolutionary distance
between trypanosomatids and animals, homologues to these
two proteins cannot be clearly identified by sequence analysis
alone. As for MLNS51 it is poorly conserved outside the meta-
zoans so it is unlikely also for homologues to be identified in
trypanosomatids only by sequence analysis. Nevertheless the
strong conservation of the Magoh sequences between the
human and parasite homologues (over 50% identity) is an
indication that the EJC may be present throughout the
major groups of eukaryotes and that eIF4Alll-like proteins
may be active within this complex.

In a very recent study eight eIF4AIII specific motifs (named
A to H) were identified in an alignment comparing various
elF4AIIl homologues with the human elF4Al and II proteins.
Selected amino acids in some of these motifs, as well as in the
canonical elF4A motifs I, Ia and VI, were then mutated in
recombinant or in vivo overexpressed elF4AIIl to investigate
their requirement for e[F4AIII function (30). In the alignment
provided here, which includes both T.brucei eIF4A homo-
logues, as well as eI[F4Al sequences from divergent organisms,
no continuous set of amino acids were found to be typical of
either eIF4AI or eIF4AIII proteins. However, unique amino
acid substitutions were identified which distinguish eIF4AIII-
like proteins from eI[F4AI homologues in all sequences inves-
tigated so far. Several of these substitutions not only coincide
with some of the proposed eIF4AIII specific motifs (motifs C,
E and H), but also are included in two of those motifs found to
be involved in specific e[F4AIIl functions such as binding to
the EJC partner MLNS51 (motif C) and requirements for bind-
ing to spliced mRNA and for NMD (motif H) (30). However
some of the unique elF4Al/eIF4AIIl substitutions identified
here do not coincide with the remaining proposed motifs.
These might be involved in mediating other aspects of
elF4A function and should be considered as targets for further
investigation.

Very few protein coding genes in trypanosomatids contains
a cis-intron (49,50). However, every cytoplasmic mRNA is
trans-spliced to form the mature 5’ end of the mRNA and this
splice site is possibly the location of EJC binding. The function
of the EJC in these organisms remains obscure specially con-
sidering that the splice site is always to the 5’ side of the ORF.
The EJC-mediated mechanism of NMD seems to be restricted
to mammalian cells [reviewed in (51,52)] and indeed there is
strong evidence that NMD does not occur in trypanosomatids
(38). In mammals, both the EJC and the nuclear cap-binding
complex (CBC, composed of two subunits CBP20 and CBP80)

Figure 8. Molecular modelling of ThEIF4AI and III highlighting the position of
amino acids unique to the eIF4AI or eIF4AIIl homologues. Diagrams were
created with the program PyMol (http://www.pymol.org). (A) Ribbon diagrams
of the overall structure of both ThEIF4AI and I1I viewed as in (46) (upper panel)
or rotated 180° about its long axis (lower panel). The structure is in a closed
conformation where the two, N- and C-terminal, domains are facing each other.
The arrows indicate the position of the L328W substitution which lies in the loop
containing Motif V and is positioned in the interface between the two domains.
The dotted circles delimit the two helices discussed in the text, o5 and o10. The
H/N388A/S and M213L substitutions are also indicated (their numbering differ
however from the elF4Al/eIF4AIIl sequences—for instance, H388 in
ThEIF4Al is equivalent to A387 in ThEIF4AIII and so on). (B) Balls and sticks
representation showing the neighbourhood of the L328W substitution in both
ThEIF4AT and I11. The dotted lines indicate the atoms in the neighbouring amino
acid chains which are positioned within a radius of 4 A from the atoms in either
the L or W residues. In both (A and B), the relevant amino acids are listed.
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bind to precursor mRNAs in the nucleus, prior to or during the
splicing event, and remain bound to the mRNAs until they are
transported to the cytoplasm and/or translated for the first time
(53,54). In T.brucei a novel CBC has been described which
consists of a CBP20 subunit (also present in yeast and humans)
plus four other polypeptides, one of which is importin-o
(known to associate with CBC in other eukaryotes) and
three novel proteins only present in trypanosomatids. The
parasite CBC has been implicated in the early steps of
mRNA maturation, prior to the trans-splicing event whereas
the polycistronic precursor mRNA is cleaved into mature
monocistronic units (55). At this stage it still remains to be
determined whether ThEIF4AIII and other components of the
putative EJC are also necessary for mRNA processing, export
from the nucleus or even translation in trypanosomatids.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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ABSTRACT

The trypanosomatids are pathogenic protozoan which include species belonging to the genera
Trypanosoma and Leishmania and are characterized by unique molecular mechanisms such as
regulation of their gene expression, achieved mainly at the post-transcriptional level.
Translation initiation is not well known but may include potentially novel processes not yet
observed in other organisms. In higher eukaryotes, the scaffolding protein elF4G, part of the
elF4F complex, performs many functions in translation initiation related to ribosome
recruitment to the mRNA. Here we describe work aimed at the functional characterization of
the trypanosomatid e[F4G homologues, five of which have been described (LmEIF4G1-5 in L.
major). Through pull-down assays, two of these (LmEIF4G3-4) were found to bind to
Leishmania homologues of the remaining elF4F subunits, e[F4A and elF4E, and were selected
for further studies. The two proteins differ in the binding to eIF4A and bind to different eIF4E
homologues. The elF4E binding sequences were located to their short N-terminal regions, but
site directed mutagenesis of selected residues uncovered binding motifs which differ for each
protein and which are also distinct from the consensus described from other eukaryotes. To
study these proteins in vivo, we opted to use 7. brucei and selected their orthologues
(ThEIFAG3-4), plus ThEIF4GS, for further analysis. The three proteins were found to be
cytoplasmic and all were essential for cellular viability after knock-down through RNAI.
Depletion of 7ThEIF4G3 led to a quick reduction in translation with subsequent cellular death
whilst depletion of ThEIF4G4-5 produced a more delayed growth retardation effect prior to cell
death. Cell lacking THEIF4G4 also exhibited changes in morphology but no substantial
inhibition in protein synthesis. In all our results are consistent with the existence of at least two

distinct eIF4F complexes, with the one containing 7hEIF4G3 having a major role in translation.



INTRODUCTION

The trypanosomatids are pathogenic protozoan responsible for relevant human illnesses
such the Leishmaniasis, Sleeping Sickness and Chagas’ Disease (Leishmania and Trypanosoma
species). These organisms are characterized by unique molecular mechanisms involved in gene
expression and its control (Ivens et al., 2005). Lack of defined promoters for protein encoding
genes and polycistronic transcription strongly implicates post-transcriptional mechanisms to be
required for regulating gene expression (for reviews see (Clayton, 2002; Clayton and Shapira,
2007; Haile and Papadopoulou, 2007). A likely stage for such regulation and a possible target
for chemotherapy designed to inhibit the growth of these pathogens is the initiation stage of
protein synthesis. So far however not much is known about specific details of the translation
initiation process in these organisms or how it differs from what is known in higher eukaryotes.

In plants, yeast and animals, translation initiation is a very complex process mediated by
a number of translation initiation factors (elFs) which help the ribosome bind to the mRNA and
find the AUG start codon (Hershey and Merrick, 2000; Pestova et al., 2001; Preiss and Hentze,
2003). Paramount within these factors is elF4F, a heterotrimeric complex formed by the
subunits elF4E, elF4A and elF4G (Gingras et al., 1999). In translation elF4F binds to the
monomethylated cap present on the 5’end of the mRNAs and mediates the recruitment of the
43S complex containing the small ribosomal subunit and other translation factors. eIF4E is the
cap binding protein, which specifically recognizes the cap, whilst e[F4A is a RNA helicase
which melts secondary structures at the 5> UTR of the messages, facilitating ribosome binding
and scanning prior to finding the start codon. The eIF4G protein is a very large polypeptide
(approximately 200 kDa), which provides a scaffold for the other eIF4F subunits, and has
binding sites for other proteins such as the eIF3 initiation factor (which binds the 40S ribosomal
subunit) (reviewed in Keiper et al., 1999; Prevot et al., 2003). The elF4F activity is enhanced by
the poly (A) binding protein (PABP), which acts through a direct interaction with e[F4G (Tarun
Jr., et al., 1996; Imataka et al., 1998; Wells et al., 1998; reviewed in Gallie 1998; Cheng and
Gallie 2007). In metazoans elF4G is the subject of multiple regulation events required to control

protein synthesis and is able to bind RNA on its own (See also Contreras et al., 2008).



The prototype elF4G protein (from mammals) can be schematically divided into three
regions: an N-terminal domain, containing binding sites for eI[F4E and PABP; a central HEAT
domain (also known as MIF4G), which binds eIF4A, elF3 and can also bind to RNA
(Marcotrigiano et al., 2001; Prevot et al., 2003); and the C-terminus which, in mammalian
elF4G, contains a second HEAT domain (named MA3), also involved in binding to eIF4A, and
a W2 domain which mediates the binding to the eIlF4E kinase, Mnk (Pyronnet et al., 1997;
Hinton et al., 2005; Bellsollel et al., 2006). This arrangement seems to be conserved in different
groups of eukaryotes (metazoans, plants and fungi) with the exception of the elF4G from
Saccharomyces cerevisae which lacks a proper C-terminal domain. In mammals, yeast and
plants two different elF4G isoforms are generally observed with complementary roles in
translation (Gallie and Browning 2001; Coldwell and Morley 2006). However several elF4G
related proteins have also been detected in different organisms which have some, but not all
features of a true elF4G, and which may participate as regulators of the protein synthesis
apparatus or, else, performs other functions related to mRNA metabolism (Imataka et al., 1997;
reviewed in Hernandez et al., 2005; Marintchev et al., 2005). The activity of elF4G can be
regulated through different means such as phosphorylation and expression of different isoforms
and its association with binding partners, such as eI[F4E and PABP, can also be controlled
(Fraser et al., 1999).

In trypanosomatids, five putative eI[F4G homologues were originally identified within
the L. major genome database (LmEIF4G1-5), all sharing a central conserved elF4A binding
domain (HEAT-MIF4G) and with orthologues clearly defined in other Leishmania and
Trypanosoma species (Dhalia et al., 2005). Apart from LmEIF4G3 and 4, which seem to be
related and share conserved features both in their N and C-terminus, the remaining proteins lack
any significant similarities outside this domain and no putative binding sites for the other eIF4G
partners can be identified. Likewise, homology to described elF4G proteins from other
organisms is also restricted to the e[F4A binding domain. Preliminary experimental evidence
for a role in translation for one of these homologues was put forward with the demonstration
that LmEIF4G3 could bind to the Leishmania eIF4Al homologue (Dhalia et al., 2005). More

recently this same protein has been shown to be able to bind to two different L. major eIF4E



homologues, an interaction which depends on its very short N-terminus, reinforcing its role as a
possible major player in translation in trypanosomatids (Yoffe et al., 2009).

Several homologues to the e[F4F subunits and PABP from Leishmania major have been
previously cloned and expressed as radioactive labelled proteins or recombinant His-tagged or
GST-fusions. Here we have investigated possible interactions between several of these
homologues through pull-down assays. So far, we have confirmed direct interactions between
two elF4G homologues (LmEIF4G3-4) and homologues of the remaining subunits of the eIF4F
complex, as well as PABP. Site directed mutagenesis of selected residues in LmEIF4G3-4
reduced drastically it’s interaction with elF4E/eIF4A homologues as identified in others
eukaryotes. These experiments confirm the existence of at least two elF4F-like complexes in L.
major and indicate both novel and conserved interactions and interaction-motifs when
compared with other eukaryotes. In order to characterize these proteins in vivo, we opted for
using 7. brucei and selected ThEIF4G3-5 for further analysis, including cellular localization
and RNA interference. The subcellular localization of all three proteins confirmed their
presence in the cytoplasm but their knock-down produced different phenotypes. Although all
three are essential for viability, only the knock-down of THEIF4G3, but not 7HEIF4G4-5,

impacts on protein synthesis.

MATERIALS AND METHODS

Cloning procedures
Cloning of the Leishmania major genes

The cloning of the LmEIF4E1-3, LmEIF4Al (LmEIF4Al) and full length-LmEIF4G3
genes into the pET21D (Novagen) and pGEX4T3 (GE Healthcare) vectors has been described
previously (Dhalia et al., 2005). Likewise, the cloning of LmEIF4AIIl (previously called
LmEIF4A2 — see Dhalia et al., 2006) into the pPRSETA (Invitrogen) and pGEX4T3 has also been
reported. The cloning of the three genes encoding the L. major PABP homologues (LmPABP1-
3) into both pET21D and pGEX4T3 vectors are reported in a separate manuscript (da Costa
Lima et al., in prep). For the LmEIF4E4 homologue, the cloning of its gene into the pET21D is

also described elsewhere (Freire et al., manuscript in prep.). Here, for cloning into pGEX4T3,



the LmEIF4E4 gene was reamplified using a new 5’ primer (TCT GGA TCC ATG TCT ACC
CCT CTC GAT GTG) and the original 3’ primer, flanked by BamH I/Not 1 and cloned into the
BamH 1/Not 1 sites of the vector.

DNA fragments encoding full-length sequences and/or truncated proteins containing the
HEAT-MIF4G domain on its own or plus the N or C-terminuses from LmEIF4G1 (LmEIF4G1,.
475 and LmEIF4G11,5.1016 — the number indicate the amino acids remaining from the wild-type
protein), LmEIFAG2 (LmEIF4G2,70s5), LmEIFAG4 (LmEIF4G4,36, LmEIF4G437.362,
LmEIF4G437.76s, LmEIF4G4,.76s) and LmEIFAGS (LmEIF4G5 455, LmEIF4GS5,35.752) were
amplified by PCR from total L. major (MHOM/IL/81/Friedlin) genomic DNA flanked by sites
for the restriction enzymes Afl 11/ Not 1 (LmEIFAG1), Nco 1/Xho 1 (LmEIF4G2,.7¢s), Bam
HI/Not 1 (LmEIF4G4) or Nco 1/Not 1 (LmEIFAGS). The LmEIF4G1 fragments were first cloned
into the Nco 1/Not 1 sites of pET21d. To obtain the LmEIF4G1,_1916 full length sequence in
pET21d, the LmEIF4Gl5.101¢ construct was digested with Sal I/Not 1 and the resulting
fragment, 2123 bp, subcloned into the same sites of the pET21d-LmEIF4G1;_475 plasmid. From
the resulting construct the full-length LmEIF4G1 sequence was reamplified flanked by sites for
Bam HI/Not 1 and the resulting fragment cloned into the same sites of pGEX4T3. The
LmEIF4G2, 705 fragment was first cloned into the Nco 1/Xho 1 sites of pET21d and the resulting
plasmid used as template to reamplify the same fragment flanked by sites for ¢ Bam HI/Xho 1
and subsequently cloned into the same sites of pGEX4T3. Fragments encoding the various
LmEIF4G4 variations were directly cloned into the Bam HI/Not 1 sites of both pET2la
(Novagen — similar to pET21d) and pGEX4T3 plasmids. Finally, for the LmEIF4GS fragments,
these were first cloned into the Nco 1/Not 1 sites of pET21d and pGEX4T3ncor (derived from
pGEXA4T3 by the addition of a Nco 1 site immediately after the Bam HI site originally in the
vector). The pGEX4T3-LmEIF4G5,.4s5s construct was then digested with Sal I/Not 1 and the
1878 bp insert subcloned into the same sites of plasmid pGEX4T3-LmEIF4G535.752. The
resulting plasmid contained the full length LmEIF4GS5 sequence (LmEIF4G5,.75,) in pGEX4T3
which was subsequently recovered by digestion with Nco I/Not 1 and also subcloned into the
same sites of pET21d. All amplified fragments were sequenced and the resulting sequences
confirmed by comparison with those derived from the L. major genome sequencing project.

Table I lists all the primers used for the amplifications listed above.



Cloning of the Trypanosoma brucei genes

The amplification and cloning of the ThEIF4G3-4 coding sequences, flanked by sites for
Hind 11T and BamH 1 (ThEIF4G3) or BamH 1 only (ThEIF4G4), into the pGEM-T Easy vector
(Promega) have been described elsewhere (Freire et al., manuscript in prep.) as well as the
preparation of the isoform specific sera for both proteins. The ThEIF4GS5 coding sequences was
amplified from 7. brucei Lister 427 total genomic DNA flanked by sites for the enzymes Hind
I and BamH 1 (5° primer — AAG CTT CCG CCA CCA GGA GCA CCG CGC CGC ACe 3’
primer — GGA TCC TTT AGA TTT CTC AAA CGC AG). The amplified fragment was then
cloned into the vector pGEM-T Easy (Promega), sequenced and the resulting sequence
confirmed by comparison with the one derived from the 7. brucei genome sequencing project.
To generate the EYFP fusions and for the RNAi experiments, the Hind Il and BamH 1
fragments from 7HPEIF4G3 and 5 were recovered and subcloned respectively into the same sites
of the transfection vectors p2216 (Kelly et al., 2007) or p2T7-177 (Wickstead et al., 2002).
Likewise, for ThEIF4G4, it was recovered from the pGEM-T Easy derived plasmid through
digestion with BamH 1 and Xho 1 (which cuts internally at the end of the sequence) and
subcloned into p2216 and p2T7-177. To produce the serum anti-7hEIF4GS5, a protein fragment
consisting of the protein’s central HEAT-MIF4G domain plus a C-terminal His-tag was
produced (ThEIF4G5.401). This was accomplished by amplifying the ThEIF4GS5;.401 gene
fragment flanked by sites for BamH 1 and X#ho I and cloning into the same sites of pET21a (5’
primer — TCT GGA TCC CCC GCC ACC ATG GAG CAC CGC GCC GCA C e 3’ primer —
CCC CTC GAG ATC ACC CGT CCC TGT CAC). The resulting plasmid was sequenced to
confirm the identity of the inserts prior to transformation into Escherichia coli to produce the
corresponding recombinant his-tagged protein. The serum was produced using the his-tagged
recombinant 7hEIF4G5,49; which was used to immunize rabbits resulting in the isoform

specific polyclonal serum.

Site-directed mutagenesis
The mutagenesis of the LmEIF4G3 and LmEIF4G4 genes cloned into the pET21d and

pET21a vectors, respectively, were carried out using the QuickChange II Site-Directed



Mutagenesis kit from Stratagene® following the manufacturer’s recommendations. Table II
lists all the primers used for the mutagenesis reactions. Following mutagenesis, and when
necessary the various LmEIF4G3-4 mutants were subcloned into the pGEX4T3 plasmid to

produce the respective proteins as GST fusions.

Pull-down assays

For the pull-down assays glutathione-Sepharose (GE Biosciences) beads used were
initially equilibrated with binding buffer B (100 mM KCI, 1 mM MgCl,, 50 mM Hepes pH 7.2,
0.2% NP-40, 5% glycerol). Buffer B was supplemented with 5 mM of imidazole during all the
steps of the His-tagged pull-downs. Labeled proteins were obtained through the linearization of
the various plasmids described previously (with Not I for those cloned into the pET vectors),
followed by transcription with T7 RNA polymerase in the presence of the cap analogue and
translation in the rabbit reticulocyte lysate supplemented with **S-methionine.

For the GST-tagged protein experiments, the glutathione-Sepharose beads were initially
saturated with 10 mg/ml of BSA, followed by two washes with Buffer B prior to their use in the
assays. Approximately 10 pl of the beads was then incubated with 2 ug of the GST tagged
proteins in a final volume of 200 pl (completed with Buffer B), for 1 hour rotating at 4°C. The
beads were washed twice with Buffer B and incubated with 10 pl of translation lysate containing
the *°S-Met-labelled proteins, in Buffer B in a final volume of 200 pl, for 2 hours at 4°C. After
three more washes, the bound proteins were eluted by addition of SDS sample buffer and the
samples ran on 15% SDS-PAGE. The gels were stained with Coomassie Blue (to visualize the

recombinant proteins), and subjected to autoradiography.

Parasite growth, transfection, RNA interference and metabolic labeling

Procyclic T. brucei cells (29-13) were transfected with the p2T7-177 (RNAi) and p2216
(EYFP fusions) derived plasmids containing the genes of interest. Transfected cells were
selected after growth in the presence of phleomycin (2.5 pg/mL). RNA interference or
expression of fluorescent fusion proteins was induced after tetracycline addition (1 ug/mL). At
regular intervals, cellular growth was monitored by counting the number of viable cells. To

evaluate the protein expression levels, western blots were performed using specific antisera.



The fusion fluorescent proteins were detected through confocal microscopy using a Leica SPII-
AOBS microscope after 24h of induction with tetracycline.

To measure the rate of protein synthesis, [*°S]-methionine (10 uCi/ml) was added to
mid-log cultures which were incubated for one hour prior to the determination of trichloroacetic
acid precipitable incorporation into protein. For metabolic labeling, cultures were washed twice
with methionine-free medium and then resuspended at 1 x 107 cells/ml in the methionine-free
medium containing 50 uCi/ml [*°S]-methionine and incubated for one hour at 28°C prior to

harvesting and analysis by SDS-PAGE and autoradiography.

Fluorescence microscopy

For the indirect immunofluorescence assay, wild type procyclic cells grown to mid-log
phase were harvested and washed with SDM-79 minus serum. The cells were fixed at a density
of 5x10%ml with 3% paraformaldehyde, washed once in PBS and adhered to poly-L-lysine
coated slides. Permeabilization was carried out with 0.1% Triton X-100 followed by blocking
with 1% BSA. Antibody detection of 7HEIF4G3-5 followed standard procedures using goat anti-
rabbit IgG Alexa Fluor 488 and DNA was stained using TOTO-3 (both from Invitrogen —

Molecular Probes, USA). The cells were visualized through confocal microscopy.
RESULTS

Identification of interactions reminiscent of eIF4F function performed by the
trypanosomatid eIF4G homologues

Previously, when the central HEAT-MIF4G domain from the first three L. major elF4G
homologues (LmEIF4G1-3) were assayed for their ability to bind the parasite elF4AI
homologue (LmEIF4A1 or LmEIF4Al), through pull-down assays, only LmEIF4G3 was found
to be capable to bind LmEIF4Al. Here, as a first approach to verify which of the five
homologues perform any relevant roles in translation, new pull-downs were performed, first
investigating their interaction with the two L. major eIF4A homologues. For this assays GST
fusions of the eIF4A proteins were incubated with 33S-labelled full length LmEIF4Gl, 3, 4 and 5
and a LmEIF4G2 construct consisting of the proteins’ N-terminus plus its HEAT-MIF4G



domain (LmEIF4G2,.705). The two trypanosomatid e[F4A homologues (LmEIF4AIl and III for
the L. major proteins) have been shown respectively to be orthologues of mammalian eIF4AlI,
which is part of the eIF4F complex and participates in translation, and eIF4AIIl, a nuclear
protein which is part of the exon-junction complex with roles in mRNA splicing and decay
(Dhalia et al., 2006). Samples containing glutathione sepharose beads only or bound to GST
were used as negative controls on the assays. As shown in Figure 1A, LmEIF4Gl1, 3 and 4 were
found to be able to bind preferentially to the GST-LmEIF4AI protein and, to a minor extent,
GST-LmEIF4AIIlL. Binding by the labelled LmEIF4G3 was substantially higher than the other
two proteins.

Next, we used a similar assay to investigate the binding of the five eIF4G proteins to the
four eIF4E homologues previously described from L. major (Dhalia et al., 2005, Yoffe et al.,
2006). In a recent report, different approaches have been used to investigate the interaction
between the L. major EIF4G3 protein and the four eI[F4E homologues and specific interactions
were observed with the EIF4E1 and 4 (Yoffe et al., 2009). Here, when the four GST-tagged
eIF4Es were incubated with the same >°S-labelled eIF4G proteins tested in Figure 1A,
significant interactions were observed only with LmEIF4G3 and 4 (Figure 1B). LmEIF4G3 was
found to interact with the four eIF4E homologues, albeit weakly, whilst LmEIF4G4 bound
strongly to LmEIF4E3. Overall our results are consistent with both LmEIF4G3 and 4 being able
to perform interactions reminiscent of the eIlF4F complex and implying relevant roles in

translation.

Sequence analysis of the trypanosomatid el[F4G3-4 homologues

As well as their binding properties to el[F4A and elF4E homologues, LmEIF4G3-4 also
share similarities at the sequence level absent from other trypanosomatid homologues. These
include a very short N-terminus and a C-terminal domain which contain features conserved
between the two proteins. In order to investigate their similarities in more detail we opted to
perform an alignment comparing the full length sequences of EIF4G3 and 4 orthologues from
three different trypanosomatids L. major, T. brucei and T. cruzi (Figure 2). The alignment
highlights several conserved segments within the proteins’ N- and C-terminal domains as well

as within the central HEAT-MIF4G domain. Noteworthy are sequences within the proteins’ N-
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terminus which resembles the consensus elF4E binding peptide present in e[F4G homologues
from other eukaryotes (Mader et al., 1995). This sequence is defined as YXXXXL® (where X
can be any amino acid and @ is usually a hydrophobic amino acid such as L, M or F) and two of
the conserved segments shown in the alignment resemble this segment (boxed in the figure).
These are the F/Y/MXXXXI/LR/L (amino acids 3-9 in LmEIF4G3 — FTVEQIR) and
FSLXXV/IV/L (amino acids 23-29 in LmEIF4G3 — FSLDEVV), with the second sequence
being more conserved and in agreement with the described consensus peptide. A third possible
consensus is found only on the very N-terminus of the EIF4G4 homologues,
FN/KL/PRGI/VV/T (amino acids 3-9 in LmEIF4G4 — FNLRGIV), however assuming that both
EIF4G3-4 homologues would interact with their e[F4E partners using similar sequences, we
consider it unlikely to be a possible eIF4E binding motif. Another point worth mentioning is the
possibility that, due to the very short N-terminus of the trypanosomatid EIF4G3-4 homologues,
it may not harbour a PABP binding region, as has been shown for e[F4G homologues from
yeast and human (Tarun Jr., et al., 1997; Imataka et al., 1998).

The alignment also highlights several sequences conserved between the EIF4G3-4
homologues positioned within the proteins’ C-terminus. Secondary structure prediction analyses
suggest that these are mainly a-helical in nature. In mammalian elF4G, the proteins’ C-terminus
contain two a-helical HEAT domains also involved in protein-protein interactions, MA3 and
W2 (Bellsolell et al., 2006). No significant homologies, however, were observed between the
C-terminus of human elF4G and those of the trypanosomatid EIF4G3-4 when they were
compared through BLAST analysis. Nevertheless, the presence of two conserved tryptophan
residues in the C-terminus of the latter proteins led us to investigate further any similarities with
the W2 domain of mammalian e[F4G, considering that it is also characterized by the presence of
two W residues. Indeed, these residues, plus neighbouring amino acids, resemble the two
conserved aromatic and acidic boxes previously observed in the C-terminus of mammalian
elF4G and related proteins (Bellsolell et al., 2006; Liberman N et al., 2008). Further, when we
attempted to find conserved residues present in the MA3 and W2 domains deposited at the pfam
database within the equivalent regions of EIF4G3-4 sequences, several coincided with

conserved elements within these proteins (highlighted in Figure 2). Overall it seems likely then
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that both MA3 and W2 domains, divergent in sequence due to the greater evolutionary distance

between trypanosomatids and higher eukaryotes, are present in the EIF4G3 and 4 homologues.

Defining conserved interactions between eIF4G and elF4A-eIF4E homologues

Considering the similarities identified between the trypanosomatid EIF4G3-4 sequences
and the prototype mammalian elF4G, we decided to investigate in more detail the e[F4G/elF4A
and elF4G/elF4E interactions using the L. major proteins in order to define how much these are
conserved in such divergent organisms and to what extend they differ between the EIF4G3 and
4 homologues. By continuing to use the pull-down assays with the GST-tagged eIF4A
homologues and the **S-labelled eIF4G proteins, we first compared the binding to eIF4A of
either the full length proteins or truncations containing their HEAT-MIF4G domain alone
(Figure 3A). Both the HEAT-MIF4G domain of LmEIF4G3 as well as the full length protein
bound very strongly to LmEIF4AI whilst only the full length proteins seemed to bind efficiently
to LmEIF4AIll, although not as strongly to the LmEIF4Al homologue. In contrast, for
LmEIF4G4, no binding by the HEAT-MIF4G domain of the protein could be detected for either
of the e[F4A homologues and, as shown above, binding by the full-length protein seemed much
reduced as compared to the LmEIF4G3 protein. We then investigated the
LmEIF4G4/LmEIF4E3 interaction, with the purpose of confirming the localisation of the e[F4E
binding site within the very short N-terminus of the e[F4G homologue (at this stage we opted
not to test the LmEIF4G3/EIF4E interactions due to their lower binding in this assay). As
shown in Figure 3B, the N-terminus of LmEIF4G4 indeed harbours its binding site for
LmEIF4E3 since its removal specifically abolishes binding to the latter protein without
interfering with the binding to LmEIF4AI That the removal of the proteins’ C-terminus does
not prevent binding to the e[F4E homologue, although interfering with the elF4A interaction, is
an indication that this construct is folded correctly and that the proteins’ requirement for the C-
terminus to bind LmEIF4Al is real.

Next, we focused on specific motifs within the proteins’ N-terminus which might be
mediating the LmEIF4G4/LmEIF4E3 interaction. For this we selected the two sets of amino
acid triplets strictly conserved within the N-terminus of the EIF4G3-4 proteins (highlighted in
Figure 2): FSL, part of a conserved segment which resembles the described eIF4E binding
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sequence (amino acids 40-46, FSLERVL in LmEIF4G4), as mentioned above; and KLV, also
conserved within the various sequences. Through site-directed mutagenesis, these were
alternatively replaced from LmEIF4G4 with three consecutive Alanine residues. We also
replaced the LNK triplet, at the start of the HEAT-MIF4G domain and implicated in the binding
to elF4A in other eI[F4G homologues, for three Alanine residues in yet another independent
mutagenesis event. Surprisingly, all three of the resulting proteins bound efficiently to
LmEIF4E3 (data not shown). We then opted to mutate a second putative motif, partially
conserved in the EIF4G3-4 sequence, which partially resembles the el4E binding peptide
(amino acids 20-26, MTLADIL, in LmEIF4G4). To do this, the first amino acid of the motif
(M20) was alternatively mutated to an alanine, a tyrosine or an aspartate in the wild type
protein prior to its use in the pull-down assays. No change in binding of the labelled protein to
LmEIF4E3 was observed (Figure 3C and data not shown). Independently, we also replaced the
IL doublet within this motif (125, L26) with two alanines and tested once again the recombinant
protein in the assay and this time binding to LmEIF4E3 was abolished without affecting the
binding to LmEIF4AI So far these results are consistent with a unique elF4E binding site in

LmEIF4G4 when compared to other known eIF4G homologues.

Confirming the interaction between the Leishmania eIF4G and eIF4E homologues

The previous results regarding the possible binding motif for LmEIF4E3 in LmEIF4G4
are striking, considering what is known regarding this interaction in other organisms. To
confirm them, and also to study the LmEIF4G3 interaction with the eI[F4E homologues, we
opted to establish a second pull-down assay, this time using GST-tagged LmEIF4G3-4 and the
S-labelled LmEIF4E1-4. As shown in Figure 4A, this “reverse” assay confirms the interaction
between LmEIF4G4/LmEIF4E3 as well as the lack of interaction between LmEIF4G4 and any
of the other three eI[F4E homologues. More important, this assay also highlights a very specific
interaction between LmEIF4G3 and LmEIF4E4 with no binding of LmEIF4G3 to the remaining
elFAE homologues. Next, we used the same assay to investigate the binding of the several
LmEIF4G4 deletions and mutants tested previously in Figure 3 to labelled LmEIF4E3. The
results shown in Figure 4B confirm that the eIF4E binding site in LmEIF4G4 is restricted to its

N-terminus and that the partially conserved IL doublet is important for the interaction whilst
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neither the FSL motif nor M20 seems to be required. We then performed similar deletions for
LmEIF4G3 as well as obtained mutants where alternatively the FSL or LNK amino acid triplets
were replaced for three Alanines. The resulting GST-tagged proteins were incubated with *>S-
labelled LmEIF4E4 and the results obtained (Figure 4C) confirmed also for LmEIF4G3 the
localization of its e[F4E binding motif to its very short N-terminus. However, in contrast to
what was seen for LmEIF4G4, mutation of the FSL motif abolished binding to LmEIF4E4. The
pull-down results then imply significant differences in the way the two protein pairs,
LmEIFAG4/LmEIF4E3 and LmEIF4AG3/LmEIF4E4, interact. They also indicate that the binding
between elF4G and eIF4E homologues might be more variable than what has been shown so far

for other eukaryotes.

Subcellular localisation of ThEIF4G3-5

As shown in the alignment in Figure 1, most major features which distinguish the
EIF4G3 and 4 factors are conserved among their orthologues in the various trypanosomatid
species. Taking into account this conservation, which indicates similar functions within the
trypanosomatid family, and to continue the characterization of these two proteins functionally,
we decided to change our model organism in order to fully exploit the tools available for
genetic manipulation of 7. brucei. For these experiments we decided to include for comparison
a third unrelated e[F4G homologue, EIF4GS5. Considering the lack of affinity of its Leishmania
orthologue for homologues to the other elF4F subunits, as well as its lack of homology outside
of the HEAT-MIF4G domain to EIF4G3 and 4, we expected it to behave different from the two
proteins which are the major focus of this work. First we started by investigating their
subcellular localization through the cloning of the genes encoding their trypanosome
counterparts (7bEIF4G3, 4 and 5) and expression as enhanced yellow fluorescent fusion
proteins (EYFP) in transgenic cells. Expression of the fusion proteins was induced with
tetracycline and their subcellular localization visualized through confocal microscopy (Figure
5A). As can be observed, all three proteins localized predominantly to the cytoplasm with very
little localization in the nucleus. Rabbit polyclonal antisera were then raised against the three 7.
brucei proteins, after expression as his-tagged fusions in Escherichia coli, and used to validate

the localization experiments. First, through western-blotting with extracts from transfected cells
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after tetracycline addition, we confirmed the expression of the EYFP fusion proteins in levels
roughly similar to the endogenous protein. We then performed immunocitochemistry
experiments with wild-type 7. brucei cell using affinity purified antibodies and confirmed the
strict cytoplasmic localization of two of the three proteins (LmEIF4G4-5 — Figure 5B). Within
the cytoplasm these proteins did not show any specific restriction in localization although some
perinuclear concentration may be observed. In all, the cytoplasmic localization of the three
proteins rules out any role in mRNA transcription or processing in the nucleus and is consistent

with major or minor roles in mRNA metabolism and translation in the cytoplasm.

RNA interference of ThEIF4G3-5 in T. brucei procyclic cells

Considering the similarities observed between the EIF4G3-4 homologues and assuming
a possible overlap in function, we went on to perform RNA interference analysis for the 7.
brucei proteins in order to evaluate cellular viability after their knock-down. The genes
encoding 7hEIF4G3-5 were cloned into the p2T7-177 vector and the resulting plasmid
transfected into 7. brucei cells and double stranded RNA synthesis induced after tetracycline
addition. The results obtained for the subsequent growth curves are summarized in Figure 6A.
All three proteins were essential for viability but the phenotype observed was unique to each
one of them. For THEIF4G3, cells expressing the dsRNAs stopped growing very soon after
induction and began to die before 24hs of RNAi. Cellular death preceded total depletion of
TbEIFAG3, evaluated through western-blotting of total cellular extracts from the various time-
points (Figure 6B), with substantial amounts of the protein still remaining at 24hs. In contrast,
cells expressing ThEIF4G4-dsRNAs just showed growth retardation after 72h of induction,
when the protein levels were totally depleted, with cell death occurring after the 5th day. As for
the ThEIF4AGS RNAI, it displayed an even more delayed phenotype with the reduction in
cellular growth taking twice as long as observed for 7ThEIF4G4, despite the rapid and efficient
knock-down of the protein. A relevant observation regarding the RNAi of the three EIF4G
homologues has to do with the morphology of the cells prior to their death. For both ThEIF4G3
and 5, and despite the very large differences in the RNAi response for these two proteins, no

major changes in cell morphology was observed prior to their death. In contrast, for the
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THEIF4AG4 RNAI, the cells assumed a rounded morphology which persisted for some time
before they died (Figure 7A).

To evaluate the effect of the RNAi of the three proteins on protein synthesis, we
performed metabolic labeling with *>S-methionine of the cells at selected time points after
RNAI. Samples were investigated for changes in total protein synthesis as well as in overall
synthesis profile. No significant differences were observed in protein synthesis for the RNAi of
THEIF4AG4 or 5 even up to 72 hours after tetracycline addition. However, the knock down of
ThEIF4G3 inhibited protein synthesis as soon as 6 hours after RNAi induction with more than
50% inhibition after 24 hours (Figure 7B and data not shown), although no selective changes in
profile were observed. So far these results are consistent with a major role for 7hEIF4G3 in
protein synthesis in trypanosomatids. ThEIF4G4-5, despite being essential for viability, may not

be directly required for protein synthesis or may perform minor roles in this process.

DISCUSSION

The results presented here builds upon previous published work by us and others (Yoffe
et al., 2004; Dhalia et al., 2005; Yoffe et al., 2006; Yoffe et al., 2009 and manuscripts in prep.)
which are beginning to unravel the complex events involved in regulating translation initiation
in trypanosomatids and which may have implications into how they regulate their gene
expression. So far out of the five eI[F4G homologues, two (EIF4G3-4) seem to be clearly
involved in events associated with protein synthesis although the EIF4G3 protein may have a
more dominant role. As to the remaining homologues, it is striking that despite having many of
the conserved residues implicated in e[F4A binding (Dhalia et al., 2005), no evidence for an
interaction was observed for at least one of the e[F4G homologues, LmEIF4G5, and the same
may apply to LmEIF4G2. Even the binding by LmEIF4Gl1 is very weak and may or may not
reflect a true functional role and will need complementary data perhaps showing a real
interaction in vivo. Nevertheless, the lack of binding by LmEIF4Gl1, 2 and 5 to any of the eIF4E
homologues clearly rule out any function in translation within an eIF4F like complex.

The results presented clearly show the very specific interaction between the

LmEIFAG4/LmEIF4E3 pair as well as highlighting the unique differences in the eIF4E binding
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motif within the N-terminus of the eI[F4G homologue, distinct from anything so far seen in
related proteins from other organisms. The LmEIF4G3 binding results confirm data recently
published showing the LmEIF4G3/LmEIF4E4 interaction, through two hybrid assays mainly,
but also through pull downs (Yoffe et al., 2009), however our results are in disagreement in that
we haven’t seen any specific interaction between LmEIF4G3/LmEIF4El. The minor binding
seen in the first assay, with the GST-tagged eIF4E homologues and *°S labelled LmEIF4G3 is
not selective for any of the elF4E homologues or even enhanced for LmEIF4E4 or LmEIF4EL.
In the future, we hope to investigate further the molecular basis for the specificity in binding
between the two protein pairs, LmEIFA4G3/LmEIF4G4 and LmEIF4G4/LmEIF4E3, and identify
the basis for selectivity in binding.

As to the RNAI results, they clearly implicate 7hEIF4G3, but no 7hEIF4G4 or 5 as
being required for overall protein synthesis in 7. brucei at least. Indeed, it seems that
endogenous levels of THhEIF4G3 are strictly regulated and any depletion can stop translation
and prevent cellular growth. The observation that knock-down of ThEIF4G4 induces a change
in morphology of the cells prior to their death may indicate a selective role in the translation of
specific mRNAs, whose products, however, are not visible through unidimensional SDS-PAGE
after metabolically labeling. As for THhEIF4GS5, the delayed phenotype showed after its RNAi
may be due to a secondary or modulatory role of this protein in 7. brucei metabolism although
its cytoplasmic localization is a relevant point to be considered. In other organisms different
elF4G isoforms may have specific roles in translation of different mRNAs at the single cell
stage or within different cells of a pluricellular organism (Castelo et al., 2006; Lee &
McCormick 2006; Baker and Fuller 2007) and this indeed maybe what is being observed for the
TbEIFAG4/TPEIF4E3 pair.

In summary our results constitute a major breakthrough in the solving of the function of
at least two of the trypanosomatid e[F4G homologues, at the same time identifying novel
features not yet observed in other eukaryotes. However much has yet to be done in order to
fully understand what their roles are and also what are the functions of the other trypanosomatid
elF4E and elF4G homologues and how they may impact on the regulation of gene expression in

these organisms.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Analysis of the interaction between the L. major LmEIF4G1-5 proteins and
homologues to the remaining subunits of the eIF4F complex. Pull-down assays were carried
out using GST-tagged versions of L. major elF4A and eIlF4E homologues incubated with the
3S-labelled LmEIF4G1-5. As controls, in each assay, GST on its own or only the glutathione
sepharose beads were also added to test their ability to bind non-specifically to any of the
labelled protein. (A) Upper panel: Coomassie Blue stained gel showing total translation extract
(Input) as well as recombinant GST or GST-LmEIF4AI or III. Lower panels: autoradiography
showing the specific binding between GST-LmEIF4AI and III to labeled LmEIF4G1-4 (arrows).
(B) Upper panel: Coomassie Blue stained gel showing total translation extract (Input) as well
as recombinant GST or GST-LmEIF4E1-4. Lower panels: autoradiography showing the
binding between GST-LmEIF4E1-4 to labeled LmEIF4G3 and between GST-LmEIF4E3-4 to
labeled LmEIF4G4 (arrows).

Figure 2: Sequence comparison of the EIF4G3-4 homologues from different
trypanosomatids showing possible regions of homology outside the HEAT domain. Clustal
W alignment of the different homologues from L. major, T. brucei and T. cruzi. Amino acids
identical in more than 60% of the sequences are highlighted in dark gray, while amino acids
defined as similar, based on the BLOSUM 62 Matrix, on more than 60% of the sequences, are
shown in pale gray. When necessary, spaces were inserted within the various sequences (dashes)
to allow better alignment. The two possible e[F4E binding segments highlighted in the text are
boxed. * denotes the central MIF4AG HEAT domain, the region which defines the various elF4G
homologues, as well as the putative a-helical rich regions which may constitute variants MA3

and W2 domains. | indicates the conserved amino acid segments which have been mutated. ||
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indicates conserved amino acid residues conserved within the proteins® N and C-terminal
domains. The A symbol highlights amino acid conserved in most of the trypanosomatid EIF4G3
and/or EIF4G4 sequences and which are similar to amino acids founds in the same position in

the human e[F4G1 MA3 and W2 domains and in related proteins.

Figure 3: Binding assays to define the domains and/or binding motifs of LmEIF4AI and
LmEIF4E3. Pull-down assays were carried out using GST-tagged LmEIF4Al and III and
LmEIF4E3 and the *°S-labelled full-length or truncated LmEIF4G3-4. As in Figure 1, assays
always included GST and, in occasions, the glutathione sepharose beads. (A) Upper panel:
autoradiography of the assay comparing the binding between full-length and truncated labeled
LmEIF4G3 with GST-LmEIF4AI and III. Lower panel: same as above but comparing the
binding between full-length and truncated labeled LmEIF4G4 with GST-LmEIF4AlI and III. (B)
Autoradiography comparing the binding between full-length and truncated versions of labeled
LmEIF4G4 with GST-LmEIF4AI and GST-LmEIF4E3. (C) Autoradiography showing the effect
of mutations of selected residues on the N-terminus of labeled LmEIF4G4 on its binding to
GST-LmEIF4AI and GST-LmEIF4E3. Upper panel: Single mutation of the M20 residue

(replaced by an Alanine). (Lower panel). Double mutations of the IL doublet to two Alanines.

Figure 4: Fine mapping of the LmEIF4E3-4 binding sites within the N-terminuses of
LmEIF4G3-4. Reverse pull-down assays carried out using GST-tagged LmEIF4G3-4 incubated
with selected **S-labelled LmEIF4E sequences. The GST-fusions included truncated versions of
LmEIF4G3-4 or full-length mutants with specific residues mutated after site directed
mutagenesis. Again, GST on its own and the glutathione sepharose beads were also added as
controls. (A) Upper panel: Coomassie Blue stained gel showing total translation extract
(Input) as well as recombinant GST or GST-LmEIF4G3-4. Lower panels: autoradiography
showing the specific binding between GST-LmEIF4G3 and labeled LmEIF4E4 and between
GST-LmEIF4G4 and LmEIF4E3. (B) Fine mapping of the interaction between GST-LmEIF4G4
and LmEIF4E3 Upper panel: Coomassie Blue stained gel showing the full-length mutants or
truncated versions of LmEIF4G4 used in the assay. Lower panels: autoradiography showing

lack of binding between the truncated GST-LmEIF4EG4 lacking its N-terminus, as well as the
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full-length mutant with 125L.26 replaced by Alanines, to labeled LmEIF4E3. (C) Fine mapping
of the interaction between GST-LmEIF4G3 and LmEIF4E4 Upper panel: Coomassie Blue
stained gel showing the full-length mutants or truncated versions of LmEIF4G3 used in the
assay. Lower panels: autoradiography showing lack of binding between the truncated GST-
LmEIF4EG3 lacking its N-terminus, as well as the full-length mutant with the FSL triplet
replaced by Alanines, to labeled LmEIF4E4.

Figure 5: Subcellular localization of the ThEIF4G3-5 homologues. (A) 7. brucei cells were
transfected with the p2216/ TPEIF4G3-5 constructs and the expression was induced after
tetracycline addition to the medium. The fluorescent proteins were detected through confocal
microscopy. The three proteins showed cytoplasmic distribution with the regions correspondent
to the nucleus emitting no fluorescence. Below are western-blots results confirming the
expression of the EYFP fusions. (B) Immunofluorescence of 7hEIF4G4-5 using the isoform
specific antibodies followed by incubation with the fluorescein-conjugated secondary antibody.

Where indicated, the cells were counterstained to locate the nuclear and kinetoplast DNA.

Figure 6: RNA interference of ThEIF4G3-5. (A) Cell density of transfected cultures with and
without tetracycline addition. (B) Western blot analysis of the time course. 7ThEIF4G3-5 were
detected with the affinity purified antisera and anti-7HhEIF4AI was used as a loading control.
The same blot was probed with both antibodies.

Figure 7: Phenotype of cells after RNA interference of ThEIF4G3-5. (A) Microscopy with

altered morphology of ThEIF4G4 RNA.. (C) Phenotype of RNAi of 7ThEIF4G3-5 through effect

on *°S labeling.
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TABLE I — Primers used for the amplification and cloning of the various L. major elF4G

genes and gene fragments.

Protein Vector Oligonucleotide

LmEIF4G1 475 pET21d 5’ primer — GAACATGTTCATGGAAACACAGATTTG

LmEIF4G1 475 pET21d 3’ primer - TGGCGGCCGCGCTCATGATGGAGGACTGCAG

LmEIFAG1 251016 pET21d 5’ primer - GGACATGTTTATGTCGGTCCGGAAGG

LmEIF4AG1 251016 pET21d 3’ primer - TGGCGGCCGCCGATAAGTATGTGAGGACGG

LmEIF4G2, 795 pET21d 5’ primer - GTAAACCATGGAGCACTCAGGTC

LmEIF4G2, 795 pGEX 5’ primer - GTGGGATCCATGGAGCACTCAGGTCGC
pET21d/

LmEIF4G2, 795 pGEX4T3 3’ primer - TGCTCGAGCAGCATGGCACGCAGGCCATC

LmEIF4G356.435 pET21d 5’ primer - TGCCATGGATGAAGTGGTGCGACGCC

LmEIF4G3, ¢35 pET21d 5’ primer - TGCCATGGAGTTCACCGTGGAGCAG

LmEIF4G356.435/ pET21d/

LmEIF4G3, ¢35 pGEX4T3 3’ primer - TCGCGGCCGCCTTGGGGAAGCGCTCCTTG

LmEIF4G4, 365/ pET21a/

LmEIF4G4, 765 pGEX4T3  5° primer - TTCGGATCCCCAATTATGCTCTTCAACCTG

LmEIF4G457.362/ pET21a/

LmEIF4G457.765 pGEX4T3  5° primer - CTTGGATCCGAGCCGAACTTCTCGCTAGAG

LmEIF4G4, 365/ pET21a/

LmEIF4G437.36, pGEX4T3 3’ primer - TTGGCGGCCGCGTCGTTGTTGGTCGTGTTATTG

LmEIF4G457.765/ pET21a/

LmEIF4G4, 765 pGEX4T3 3’ primer - TTCGCGGCCGCCGTGTCGGGGTACATCTG

LmEIF4G5, 455 pGEX4T3 5 primer - CCTCCATGGACAAGAACTACCCGGGCCGCATC

LmEIF4G5, 455 pGEX4T3 3’ primer - TTCGCGGCCGCCTCGTAGTCAGGAATCCGTG

LmEIF4G5138.782 pGEX4T3 5’ primer - CGACCATGGACGACATGGAGAACAAC

LmEIF4G513x_782

pGEX4T3

3’ primer - TTCGCGGCCGCCTTCCGCTCCTTGATGGCCTC
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TABLE II — Primers used for the site directed mutagenesis of the various L. major elF4G

genes and gene fragments. Mutated nucleotides are highlighted in bold.

Protein/ Mutation

Oligonucleotide

LmEIF4G3 — FSL/AAA

5’ primer - CGCCGTACCCGGGCGCTGCTGCGGATGAAGTGGTGCG

LmEIF4G3 — FSL/AAA

3’ primer - CGCACCACTTCATCCGCAGCAGCGCCCGGGTACGGCG

LmEIFAG3 — KLV/AAA

5’ primer - GCTTGACGCAGACGGCGGCGGCGCGCGGTGAGAATGC

LmEIF4G3 — KLV/AAA

3’ primer - GCATTCTCACCGCGCGCCGCCGCCGTCTGCGTCAAGC

LmEIF4G3 — LNK/AAA

5’ primer —

CGACTGCTGCACGGCACAGCGGCCGCGCTCACAGAGGAGAAC

LmEIF4G3 — LNK/AAA

3’ primer —

GTTCTCCTCTGTGAGCGCGGCCGCTGTGCCGTGCAGCAGTCG

LmEIF4G4 — FSL/AAA

5’ primer - CCTGAGCCGAACGCCGCGGCAGAGCGCGTGCTGC

LmEIF4G4 — FSL/AAA

3’ primer - GCAGCACGCGCTCTGCCGCGGCGTTCGGCTCAGG

LmEIF4G4 — KLV/AAA

5’ primer - GGCGGAGATTCCTGCGGCCGCCACGTCCGAGAACGG

LmEIF4G4 — KLV/AAA

3’ primer - CCGTTCTCGGACGTGGCGGCCGCAGGAATCTCCGCC

LmEIF4G4 — LNK/AAA

5’ primer - CCGCGTTCAGGGCTCGGCGGCCGCGCTCACCGACAAG

LmEIF4G4 — LNK/AAA

3’ primer - CTTGTCGGTGAGCGCGGCCGCCGAGCCCTGAACGCGG

LmEIF4G4 — M20Y/S/D/A

5’ primer —

GGAGAAGGTGAAGAACCAGKMTACGCTTGCCGACATTCTCG

LmEIF4G4 — M20Y/S/D/A

3’ primer —

CGAGAATGTCGGCAAGCGTAKMCTGGTTCTTCACCTTCTCC

LmEIF4G4 —125A/L26A

5’ primer —

CCAGATGACGCTTGCCGACGCTGCCGCTTTTCGCGACACATGG

LmEIF4G4 —125A/L26A

3’ primer —

CATGTGTCGCGAAAAGCGGCAGCGTCGGCAAGCGTCATCTGG
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Reis et al., 2009 - Figure 3
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Reis et al., 2009 - Figure 4
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Reis et al., 2009 - Figure 5
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Reis et al., 2009 - Figure 6
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Reis et al., 2009 - Figure 7
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