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RESUMO

Condigdes de estresse celular promovem remodelamento do proteoma para permitir
que as ceélulas se adaptem as novas condicbes e, neste contexto, ocorrem
processos de re-enovelamento e degradagéo de proteinas defeituosas. Desta forma,
mecanismos de vigilancia da qualidade de proteinas que identificam a sintese de
proteinas aberrantes e previnem seu acumulo séo fundamentais para a manutengao
da proteostase celular. Um destes processos de vigilancia € realizado pela via do
complexo de controle de qualidade de proteina associado ao ribossomo (RQC) que
tem como alvo os polipeptideos defeituosos recém-sintetizados presos ao
ribossomo, marcando-os para degradagao via sistema ubiquitina-proteassomo. Na
auséncia de proteinas do complexo RQC, é observado estresse proteotoxico em
leveduras e neurodegeneracdo em camundongos. A proteina Rqc1p é uma das
proteinas integrantes do RQC, cuja fungdo € pouco compreendida. Neste estudo,
caracterizamos estrutural e funcionalmente Rqc1p de Saccharomyces cerevisiae,
investigando seu papel na resposta ao estresse traducional e térmico. Nossas
analises in silico indicaram que Rqc1p € conservada entre os eucariotos e que a
regido polibasica proxima ao N-terminal e o dominio TCF25 desempenham papéis
essenciais em sua fungdo biolégica no nucleo e no citoplasma. Além disso,
predicbes de localizagdo subcelular sugerem que a regido polibasica medeia a
translocacao nuclear de Rqgc1p e pode estar associada a sua fungdo como fator de
transcricdo. Analises fenotipicas mostraram que a delegdo de RQC1T resultou em
maior sensibilidade ao choque térmico e reduziu a velocidade especifica maxima de
crescimento celular nesta condigdo. Notavelmente, a complementagao de células
desprovidas de RQC17 com vetor de expressao contendo este gene foi capaz de
restaurar o fenétipo selvagem. Nossos achados expandem o entendimento sobre o
papel de Rqc1p e sugerem novos caminhos para investigagdo da sua funcédo na

homeostase proteica durante a resposta ao estresse celular.

Palavras-chave: estresse; levedura; ribossomo; traducgao.



ABSTRACT

Cellular stress conditions promote proteome remodeling to allow cells to adapt to
ever changing environmental conditions. In this context, protein turnover and
degradation of defective proteins play a crucial role in removing substandard proteins
from cells. Thus, protein surveillance and quality control mechanisms that detect
aberrant protein synthesis and prevent their accumulation are essential for
maintaining cellular proteostasis. One such surveillance mechanism is the
ribosome-associated protein quality control (RQC), which targets newly synthesized
defective polypeptides stalled on the ribosome, marking them for degradation via the
ubiquitin-proteasome system. In the absence of RQC complex proteins, proteotoxic
stress is observed in yeast, while neurodegeneration occurs in mice. Rqclp is a
subunit of the RQC complex, but its function remains poorly understood. In this study,
we performed structural and functional characterization of the Saccharomyces
cerevisiae Rqc1 protein and investigated its role in the response to both translational
and heat shock stresses. In silico analyses revealed that Rqc1p is conserved among
eukaryotes and that the polybasic region in the N-terminal and the TCF25 domain
play essential roles in its biological function in both the nucleus and the cytoplasm.
Moreover, subcellular localization predictions suggest that the polybasic region
mediates the nuclear translocation of Rqc1p and may be associated with its function
as a transcription factor. Phenotypic analyses showed that RQC17 deletion led to
increased sensitivity to heat shock stress and reduced the maximum specific growth
rate in this condition. Notably, complementation of RQC7-deficient cells with an
expression vector containing this gene was able to restore the wild-type phenotype.
Our findings expand the understanding of Rqc1p’s biological role and suggest new
ways for investigating its function in protein homeostasis during cellular stress

response.

Keywords: stress; yeast; ribosome; translation.
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1 INTRODUGAO

1.1 Estresses e a manutengao da proteostase celular

Condigdes de estresse impactam a homeostase do proteoma celular, uma vez
que podem alterar o enovelamento correto das proteinas levando a perda de sua
funcdo. Além disso, proteinas defeituosas nao-funcionais tendem a se acumular e
serem propensas a agregacao, gerando altos niveis de toxicidade celular. Desta
forma, vias de resposta a estresses e controle de qualidade de proteinas sao
essenciais para a manutengao da integridade das fungdes celulares (RICHTER,;
HASLBECK; BUCHNER, 2010; SANTIAGO; GONCALVES; MORANO, 2020).

Um dos mecanismos de adaptacéo a estresses celulares mais estudados é a
resposta ao choque térmico (HSR, heat shock response), que é conservada entre os
eucariotos. A HSR atua principalmente sob a regulagédo do fator de transcri¢cao fator
de choque térmico 1 (Hsf1, heat shock factor 1), que modula genes em resposta ao
estresse proteotoxico e oxidativo, assim como em condi¢cdes de restricio caldrica e
choque térmico, através da expressdao de chaperonas e outros elementos que
mantém a proteostase (HAHN; THIELE, 2004; MORANO; GRANT; MOYE-ROWLEY,
2012). Muitos dos avangos na elucidagdo dos mecanismos moleculares e
regulatérios da HSR vieram de estudos realizados utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo (NUSSBAUM et al.,, 2014;
VERGHESE et al., 2012). Em leveduras, o gene HSF1 é essencial para a viabilidade
celular e, em humanos, apresenta conservacdao funcional, visto que uma das
isoformas de HSF1 humano complementa a delegdo do gene em leveduras (LIU,
1997).

Em resumo, condi¢cdes de estresse promovem o remodelamento do proteoma
para que as células possam se adaptar as condigdes ambientais que podem
apresentar constante mudanca. Nesse cenario, ha re-enovelamento de proteinas
mal dobradas, degradagao de proteinas aberrantes e sintese de novas proteinas
que irdo integrar o programa de resposta a estas condigbes (Fig. 1) (MUHLHOFER
et al., 2019).
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Fig. 1. Resposta ao estresse e manuten¢ao da proteostase celular. A adaptagao celular apos a
exposicado a diferentes estresses inclui: (1) re-enovelamento de proteinas mal dobradas através da
acao de proteinas do choque térmico (HSPs, heat shock proteins), (2) degradagdo de proteinas
aberrantes poliubiquitinadas pelo proteassomo e (3) ativagdo da transcricdo de genes por Hsf1 e
sintese de novas proteinas que modulam a resposta ao estresse.

1.2 Tradugao

A traducdo é o processo de sintese de proteinas celulares realizada pelos
ribossomos. Os ribossomos sdo complexos ribonucleoproteicos que, a partir da
leitura da informagdo contida em uma molécula de RNA mensageiro (mMRNA),
sintetizam proteinas por meio da acdo de RNAs transportadores (tRNA). Para
exercer sua funcado de sintese proteica, as subunidades 40S e 60S dos ribossomos
eucarioticos se unem e formam trés sitios de ligacdo para os tRNA, formando o
ribossomo 80S. O sitio A é o local de ligacdo do aminoacil-tRNA que ira ser
acoplado na cadeia polipeptidica em formacgao, enquanto o sitio P € o local onde
ocorre a ligagao peptidica. O ultimo sitio, denominado de E, é ocupado pelos tRNAs
desacilados, os quais, posteriormente, irdo se dissociar do ribossomo (ZAHA;
FERREIRA; PASSAGGLIA, 2014).

O processo da sintese de proteinas eucaribticas pode ser dividido em quatro
etapas principais sendo elas (i) a iniciagao; (ii) o elongamento; (iii) a terminacéo; e
(iv) a reciclagem dos ribossomos (Fig. 2). Em eucariotos, a iniciagdo da tradugao é
orquestrada pela presenga de muitos fatores de iniciacdo da tradugao eucariotica
(elFs, eukaryotic translation initiation factors) que coordenam a montagem

adequada do ribossomo 80S no cddon de iniciagdo (AUG) com um metionil-tRNA
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ligado ao sitio P (BRITO QUERIDO; DIAZ-LOPEZ; RAMAKRISHNAN, 2024). A partir
disso, durante a etapa de elongamento, por meio da acédo dos fatores de
elongamento eucaridtico (eEFs, eukaryotic elongation factors), os ribossomos
movimentam-se ao longo do mRNA realizando a leitura dos codons, sintetizando o
polipeptideo de acordo com o cédon lido. Ao longo desta etapa, os tRNAs transitam
entre os sitios A, P e E de modo que ocorre a decodificacdo e entrada do
aminoacil-tRNA com o anticédon que corresponde ao codon do mRNA no sitio A, a
formacao da ligagcao peptidica e a translocagao do complexo mRNA-tRNA. O ciclo
de alongamento é repetido até que a proteina completa tenha sido sintetizada e que,
portanto, o ribossomo encontre um codon de terminagado (na maior parte dos casos,
UAA, UAG e UGA) no final do quadro de leitura aberto (ORF, open reading frame). O
cédon de terminacao é reconhecido por fatores de liberacdo de cadeia polipeptidica
eucariotica (eRFs, eukaryotic peptide chain release factors), como o eRF1, que
juntamente com a GTPase eRF3, promovem a liberacdo das proteinas recém
sintetizadas. Por fim, na ultima etapa, o complexo ribossomal é reciclado apods a
terminacao pela ATPase RIi1 (membro 1 da subfamilia E do cassete de ligagcao ao
ATP, ABCE1, em mamiferos), que separa as subunidades em 40S e 60S para iniciar
o processo novamente (SCHULLER; GREEN, 2018; SHAO et al., 2016).

a AN Q.
o O o 605
4 o
Amino acidjr\ * ? é\g
80S ribosome —— / ‘T’ \\ \]j ?
W A O
mRNA| tetr

MICppp ee——h —tcl  — " e—illeleleh AAAAAAAAA

Phase: Initiation Elongation Termination Recycling

Factors: elFs eEFs eRFs ABCE1
Met-tRNAMet aa-tRNAs

Fig. 2. Sintese de proteinas eucariéticas. A traducao é dividida em quatro etapas principais e se
inicia quando as subunidades 60S e 40S, o mRNA, os elFs e o metionil-tRNA se posicionam no
cédon de iniciagao (AUG). Em seguida, por meio da agdo dos eEFs e dos aa-tRNAs, ocorre a etapa
de elongamento da cadeia peptidica até que o ribossomo encontre um cédon de parada. A
terminagao ocorre quando os eRFs liberam o peptideo e as subunidades ficam livres para serem
recicladas pelo RIli1 (membro 1 da subfamilia E do cassete de ligagdo ao ATP, ABCE1, em
mamiferos). Fonte: SCHULLER; GREEN, 2018

No entanto, durante a etapa de elongamento da tradugdo, podem ocorrer
problemas que causam a paralisacdo ribossbmica, como, por exemplo, (i) a
decodificagdo de cddons raros ou subdtimos; (ii) flutuagdes nos niveis ou

modificagcdes de tRNAs; (iii) a formagao de estruturas secundarias no mRNA; (iv) a
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ocorréncia de danos quimicos ao mRNA ou nos ribossomos; e (v) a clivagem
acidental ou poliadenilagdo prematura que geram mRNAs sem cddon de terminagao
(JOAZEIRO, 2017; CHANDRASEKARAN et al., 2019) (Fig. 3). Estes eventos geram
uma cadeia polipeptidica nascente que fica presa ao ribossomo ja que, por
paralisarem a elongacéo ribossomal, a tradugdo ndo ocorre até a entrada de um
cddon de terminacdo no sitio A, acarretando no nao-recrutamento de fatores que
liberariam o polipeptideo e que promoveriam a reciclagem dos ribossomos
(HELLEN, 2018).

;&
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Fig. 3. Causas da interrupg¢ao da tradugcdo durante o elongamento. A tradugao aberrante pode
ocorrer devido a diferentes causas como mRNA clivados sem coédon de terminagdo, obstru¢do gerada
por mMRNA que contém formacédo de estruturas secundarias, tradu¢do de cddons raros e da cauda
poli-A. Fonte: BRANDMAN; HEGDE, 2016

1.3 Controle de qualidade em sintese de proteinas eucariéticas

Uma vez que as proteinas desempenham papéis essenciais para manutengao
da homeostase celular, o sequestro dos ribossomos e a tradugao aberrante podem
levar ao comprometimento da fungéo celular (GRAILLE; SERAPHIN, 2012). Neste
cenario, as ceélulas possuem mecanismos de vigilancia e controle de qualidade de
proteinas que identificam a producdo de proteinas aberrantes e previnem seu
acumulo (INADA; BECKMANN, 2024). Um desses processos de vigilancia é
realizado pela via do complexo de controle de qualidade de proteina associado ao

ribossomo (RQC, Ribosome-associated Quality Control) e tem como alvo os
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polipeptideos defeituosos recém-sintetizados presos ao ribossomo, marcando-os
para degradacgdo via sistema ubiquitina-proteassomo (BRANDMAN et al., 2012;
DEFENOUILLERE et al., 2013).

O processo geral do controle de qualidade co-traducional eucaridtico é
desencadeado a partir da paralisacédo e colisdo dos ribossomos e possui as fungoes
de (i) degradacdo do mMRNA aberrante; (ii) reciclagem das subunidades do
ribossomo; e (iii) degradacao do polipeptideo defeituoso recém sintetizado (Fig. 4)
(BRANDMAN; HEGDE, 2016). Em um primeiro momento, os ribossomos parados e
colididos sao detectados e poliubiquitinados pela ubiquitina E3 ligase Hel2p (ZNF598
em mamiferos), que juntamente com outros fatores, induzem a dissociagdo das
subunidades 40S e 60S (MATSUO et al.,, 2020). A subunidade 60S obstruida
contendo a cadeia nascente ligada ao tRNA no sitio P, é reconhecida pela
subunidade Rqgc2p (NEMF em mamiferos) do complexo RQC, que se liga e recruta a
ubiquitina E3 ligase do tipo RING, Ltn1p/Rkr1p (Listerin em mamiferos)
(BRANDMAN et al., 2012). A proteina Ltn1p apresenta papel central do RQC, ja que
ela promove a poliubiquitinacdo dos polipeptideos defeituosos recém-sintetizados,
marcando-os para degradagao proteassomal (BENGTSON; JOAZEIRO, 2010) — a
marcagao de poliubiquitinacéo pela lisina 48 (K48) € provavelmente mediada pela
subunidade Rqc1p (TCF25 em mamiferos). Em seguida, ocorre o recrutamento da
ATPase AAA Cdc48p (VCP/p97 em mamiferos) e seus cofatores Ufd1p e Npl4p, que
realizam a extracdo e liberagdo da cadeia nascente apds a clivagem especifica do
tRNA por Vms1p (ANKZF1 em mamiferos) (KUROHA et al., 2018; VERMA et al.,
2013, 2018).
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Fig. 4. Via do controle de qualidade associada ao ribossomo eucariético. Os ribossomos
paralisados na extremidade 3° do mRNA s&o detectados por Hbs1p (HBS1L em mamiferos) e
Dom34p (PELO em mamiferos). Ja os ribossomos paralisados em sequéncias internas podem ser
reconhecidos por Hel2p (ZNF598 em mamiferos), Asc1p (RACK1) e Sih1p. Dom34p recruta Rli1p
(membro 1 da subfamilia E do cassete de ligacdo ao ATP, ABCE1, em mamiferos) que separa as
subunidades do ribossomo e o mMRNA ¢é liberado e degradado pela exoribonuclease Xrn1p e o
complexo exossomo. O peptidil-tRNA permanece ligado a subunidade 60S que é reconhecida por
Rqgc2p (NEMF em mamiferos) que recruta a estabiliza a ligagdo de Ltn1p (Listerin em mamiferos).
Além disso, Rqc2p adiciona a CAT-tail para expor os residuos de lisina que estdo enterrados no tunel
de saida. Rqc1p pode estar envolvida na especificidade de poliubiquitinagdo pela K48 que é
reconhecida por Cdc48p (VCP/p97 em mamiferos) e seus cofatores. A cadeia polipeptidica é extraida
por Cdc48p e é entdo degradada pelo proteossomo. Fonte: JOAZEIRO, 2019.

Desde a identificacdo do complexo central do RQC em Saccharomyces
cerevisiae, que € composto pelas proteinas Ltn1p, Rqc1p e Rqc2p, esforcos vém
sendo realizados para caracterizar e investigar os papéis moleculares de suas
proteinas integrantes (JOAZEIRO, 2019). Ja se sabe que Rqc2p, além de facilitar a
ligac&do de Ltn1p ao ribossomo, promove a adi¢do de uma cauda de alanina-treonina
a extremidade C-terminal (CAT-tail) dos polipeptideos defeituosos, processo que
auxilia a exposigao dos residuos de lisina enterrados no tunel de saida do ribossomo
para que estes possam ser ubiquitinados pela Ltn1p (SHEN et al., 2015). Além
disso, foi observado que a falha em degradar os polipeptideos que sofreram adi¢cao
de CAT-tail pode resultar em agregacgéao e levar a interrupgao da proteostase celular
em leveduras (YONASHIRO et al., 2016; SITRON; BRANDMAN, 2019; CHOE et al.,

2016). Curiosamente, a mutacdo de LTN17 levou a neurodegeneragcdo em
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camundongos, 0 que evidencia a relevancia fisiopatoléogica dos mecanismos que
regulam a via do complexo RQC (CHU et al., 2009).

Ademais, estudos estruturais de bancada com foco na elucidacdo da
arquitetura do complexo RQC quando associado ao ribossomo caracterizaram as
localizagbes e as regides de interagdo entre Lin1p e Rqc2p (Fig. 5). Foi descrito que
o dominio N-terminal de Ltn1p se liga a Rqc2p e a subunidade 60S e que este é
espacado da regido C-terminal por uma regidao contendo repeticdes do tipo
repeticdes do tipo HEAT. A regido C-terminal, composta pelos dominios RWD e
RING, liga-se proxima ao tunel de saida do polipeptideo, permitindo a
poliubiquitinacdo das cadeias polipeptidicas nascentes (LYUMKIS et al., 2014,
SHAO et al.,, 2015; TESINA et al., 2023). Apesar de o complexo RQC ter sido
purificado por afinidade a Rqc1p nestes estudos estruturais, nenhuma densidade foi

observada para esta proteina (TESINA et al., 2023).

Fig. 5. Modelo molecular do complexo RQC associado a subunidade 60S do ribossomo
eucariético. O modelo destaca os dominios de Ltn1p (azul) e a interacdo com Rqc2p (laranja)
através do dominio N-terminal. Fonte: TESINA, et al. 2019.

1.4 A diversidade funcional da proteina Rqc1

Embora a Rqgc1p tenha sido identificada como parte do complexo RQC no
inicio da década de 2010, sua fungao exata nesta via ainda ndo esta completamente
elucidada. Estudos mostraram que a delecdo do gene RQCT em leveduras nao
afetou a ligagdo de Ltn1p e nem comprometeu a extens&do da poliubiquitinagdo de
polipeptideos defeituosos recém-sintetizados. No entanto, a observagéo do acumulo
de reporteres que contém a adicdo de CAT-tail indicou que Rqc1p, provavelmente,

desempenha um papel nas etapas anteriores ou durante a extragcdo da cadeia
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nascente da subunidade 60S (DEFENOUILLERE et al., 2016; YONASHIRO et al.,
2016). Também foi observado que as cadeias de poliubiquitina que séo ligadas via
K48 sao seletivamente ligadas por Cdc48p e seus cofatores Ufd1p e Npldp
(TSUCHIYA et al., 2017). A partir disso, analises bioquimicas indicaram que cadeias
de ubiquitina ligadas via K48 foram preferencialmente formadas sobre outros tipos
de cadeia na presenga de Rqc1p, sugerindo seu envolvimento na regulagdo deste
processo (KUROHA et al., 2018). No entanto, as tentativas de estabelecer a
estrutura e posicao de Rqc1p no complexo RQC associado ao ribossomo nao foram
bem sucedidas e estudos estruturais sdo essenciais para a compreensao da sua
atividade bioldgica.

Curiosamente, antes da sua associagao ao complexo RQC, o gene TCF25
(inicialmente denominado NULP1) foi originalmente identificado em mamiferos,
como possivel regulador do desenvolvimento inicial de diversos o6rgaos, com
expressdo marcante em tecidos embrionarios de camundongos, incluindo tecidos
neurais, rim, coragao e figado, conforme descrito por Olsson e colaboradores
(OLSSON et al., 2002). De fato, neste mesmo trabalho, os autores indicam que a
proteina TCF25 fora, no passado, classificada como pertencente a familia de
proteinas basicas hélice-volta-hélice (bHLH, basic helix-loop-helix), as quais contém
fatores de transcricdo envolvidos na diferenciacdo e morfogénese durante o
desenvolvimento de diversos 6rgaos. Posteriormente, outro estudo observou que a
superexpressdo de TCF25 de humanos inibiu a atividade transcricional do fator de
resposta ao soro (SRF, serum response factor), sugerindo seu papel como repressor
na via de sinalizacdo do SRF (CAl et al., 2006). Mais recentemente, TCF25 foi
também associada a regulagao da expressao do fator nuclear de células T ativadas
(NFAT, nuclear factor of activated T cells) em cardiomiocitos no contexto de
hipertrofia cardiaca patologica (ZHANG et al., 2020).

Desta forma, nota-se que Rqc1p e suas proteinas homdlogas desempenham
funcdes celulares bastante diversas, possivelmente reguladas por condigdes
celulares especificas. Enquanto no citoplasma de S. cerevisiae a Rqc1p atua no
controle da sintese de proteinas associado a via do complexo RQC, no nucleo, a
proteina pode desempenhar papéis na regulagéo transcricional, segundo evidéncias
coletadas de outros organismos. Entretanto, ainda permanece pouco compreendido
como essas fungdes sao reguladas e em quais contextos celulares a proteina exerce

determinada fungdo. Diante deste cenario, a compreensao dos mecanismos que
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determinam seus papéis, especialmente em vias de resposta ao estresse, pode
fornecer novos entendimentos sobre sua regulagdo e até possivelmente

sobreposigao nos processos de vigilancia da tradugao e transcrigao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Caracterizar a estrutura e funcao da proteina Rqc1 de S. cerevisiae e avaliar o seu

papel nas vias de resposta aos estresses traducional e térmico.

2.2 Objetivos especificos

e \Verificar a influéncia do estresse traducional e do choque térmico na
viabilidade celular de S. cerevisiae desprovida dos genes RQC1, RQC2 e
LTN1, que estdo envolvidos no controle de qualidade em sintese de
proteinas;

e Caracterizar a proteina Rqc1 por meio de analises estruturais in silico e
identificar residuos conservados e que coevoluiram em seus ortélogos;

e Investigar o impacto do choque térmico na viabilidade celular de S. cerevisiae
rqc1A transformada com plasmideos que expressam tanto a versao completa
da proteina como suas variantes truncadas;

e Analisar a expressido de genes relacionados ao complexo RQC em condigao
de choque térmico, utilizando dados de sequenciamento de RNA de S.

cerevisiae WT depositados em bancos de dados publicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizagao funcional da proteina Rqc1

3.1.1 Linhagens de Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae

A linhagem de E. coli utilizada para a obtengdo do DNA plasmidial foi a RR1
(HANAHAN, 1983). A linhagem parental e mutantes de S. cerevisiae utilizadas neste
estudo foi a BY4741 e seus gendtipos estdo descritos na Tabela 1. As linhagens
mutantes de levedura que possuem a delegdo de um gene foram doadas pelo Prof.
Dr. Luis Eduardo Soares Netto, do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o
Paulo, e a linhagem mutante que possui a delecao de dois genes foi previamente

gerada pelo nosso préprio grupo (VALDEZ, 2018).

Tabela 1. Descricdo dos gendétipos de S. cerevisiae utilizados neste estudo.

Linhagem Genétipo Referéncia
WT MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 BRACHMANN
et al., 1998
Itn1A MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; ltn1::KanMX6 BRAUN et al.,
2007
rqc1A MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0; rqc1::KanMX6 BRANDMAN et
al., 2012
rqc1Altn1A MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 rqc1::KanMX6; VALDEZ, 2018
Itn1A::His3MX6
rqc1Apromotor+ MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 rqc1::KanMX6 Este estudo
terminador YCplac111-Rqc1p
rqc1ARqgclp MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 rqc1::KanMX6 Este estudo
YCplac111-Rqc1p
rqc1ARqclp'3%’ MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 rqc1::KanMX6 Este estudo
YCplac111-rqc1ARqc1p'3%’
rqc1ARqc1p328723 MATa: his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0rqc1::KanMX6 Este estudo
YCplac111-Rqc1p®%72

3.1.2 Meios de cultura, cultivo e armazenamento

Os meios de cultura utilizados para E. coli foram (1) LB liquido (triptona 1%,
NaCl 1% e extrato de levedura 0,5%); (lI) LB sdlido (LB liquido e agar bacterioldgico
1,5%) e (Ill) LB sdlido suplementado com ampicilina (100 pg/mL), todos esterilizados
em vapor umido a 121°C, por 20 minutos. O cultivo das células foi realizado em

erlenmeyers de 250 mL fechados com tampas de estopa envoltas em gaze contendo
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50 mL de meio LB liquido a 37°C, em incubadora com agitagdo orbital a
aproximadamente 150 rpm.

Os meios de cultura utilizados para S. cerevisiae foram (i) YPD liquido
(peptona 2%, extrato de levedura 1% e glicose 2%); (ii) YPD solido (YPD liquido e
agar bacteriolégico 1,5%); (iii) SD liquido desprovido de leucina (base nitrogenada
para leveduras com sulfato de aménio 0.67%, glicose 2%, sulfato de adenina 10
mg/L, uracila 20 mg/L, triptofano 50 mg/L, histidina 20 mg/L, arginina 50 mgl/L,
tirosina 50 mg/L, lisina 50 mg/L, fenilalanina 50 mg/L, glutamato 1 g/L, aspartato 1
g/L, valina 140 mg/L, treonina 100 mg/L, serina 4 g/L, metionina 20 mg/L, isoleucina
50 mg/L e asparagina 80 mg/L); e (iv) SD sélido desprovido de leucina (SD liquido
suplementado, exceto leucina, e agar bacterioldgico 1,5%), todos esterilizados em
vapor umido a 121°C, por 20 minutos. O cultivo das células foi realizado em
erlenmeyers fechados com tampas de estopa envoltas em gaze contendo volumes
variaveis de cultura entre 10 a 30 mL, a 28°C ou 38°C, em incubadora operando sob
constante agitacdo orbital a aproximadamente 120 rpm. As pré-culturas eram
realizadas entre 16 a 24 horas e o numero de células inoculadas por mL de meio
fresco variava entre 4x10°8 (Absgy, = 0,005), 8x10° (Absgy = 0,01), 1,6x107 (Absgyo =
0,02), 8x10” (Absgy = 0,1 ) e 1,6x108 (Absgy, = 0,2), a depender do experimento. Os
estoques das linhagens foram mantidos a -80°C em meio YPD ou SD liquido
desprovido de leucina contendo 25% de glicerol, e a 4°C, em placas de Petri
contendo YPD ou SD sdlido.

3.1.3 Determinacao da toleréncia celular ao estresse traducional e ao choque
térmico

A determinacgdo da tolerancia celular de S. cerevisiae ao estresse traducional
e térmico foi verificada através da capacidade de formacao de spots em meio solido
(Spot-Test) (KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014). Para isso, as células foram
cultivadas a 28°C em meio rico (YPD) ou meio sintético desprovido de leucina
(SD-Leu) liquido por até 1 dia. Um volume da cultura de células foi coletado,
centrifugado a 1000 x g, a 25°C por 1 minuto e ressuspenso em 1 mL de agua
ultrapura estéril. A etapa de lavagem foi repetida e as células foram ressuspensas
em um volume final de 200 ou 500 pyL de agua ultrapura estéril. Em seguida, a
absorbancia (Absgy) foi ajustada inicialmente a 0,2 e foram feitas diluicdes seriadas

até 0,00002 (com fator de diluicdo de 10). Um volume de 3 ou 5 pL de todas as
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diluicdes foi sequencialmente adicionado em placas contendo YPD sdlido
suplementado com higromicina B (75, 100 e 125 pg/mL) e SD-Leu sdlido, a
depender do experimento. As placas foram incubadas a 28°C (controle) e 38°C
(choque térmico) no qual foram fotografadas apdés aproximadamente 48 horas de

crescimento.

3.1.4. Determinagao da curva de crescimento celular

As curvas de crescimento celular de S. cerevisiae cultivadas em condicéo de
estresse traducional e térmico foram realizadas através do monitoramento e
obtencdo dos valores de Absg, das culturas liquidas. Para os ensaios de
crescimento celular em meio YPD contendo higromicina B, a cultura inicial foi
realizada com Absg,, de 0,1 e as medidas foram feitas em um intervalo de 2 h de
crescimento, por até 10 h. Ja para os ensaios de crescimento celular em meio YPD
sob choque térmico, a Absgy, inicial foi de 0,0025 e as aliquotas foram retiradas a

cada 1 h no intervalo entre 12 a 24 h de crescimento.

3.1.5 Determinagao da velocidade especifica maxima de crescimento

Para determinagdo da velocidade especifica maxima de crescimento (u™*/h)
de S. cerevisiae, foi plotado inicialmente um grafico do logaritmo natural da
concentragéo celular em Absg,, pelo tempo em horas. O u™/h corresponde ao
coeficiente angular da regressao linear obtida através do trecho de pontos da curva

de crescimento em logaritmo natural (DORAN, 2004).

3.1.6 Desenho dos primers

A sequéncia do gene RQCT1 utilizada para o desenho dos primers foi obtida
do SGD (Saccharomyces Genome Database). Todos os primers foram desenhados
utilizando o programa SnapGene Viewer (https://www.snapgene.com/) e analisados
através da ferramenta Oligocalc (KIBBE, 2007), sendo a sintese dos
oligonucleotideos realizada pela empresa Exxtend (Paulinia, SP). As sequéncias e a

finalidade de cada primer estao descritas na Tabela 2 e 3.
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Tabela 2. Primers utilizados para as clonagens. Os sitios de restricdo reconhecidos pelas enzimas

de restricdo estdo destacados em negrito e a sequéncia que codifica para Flag esta sublinhada.
Identificador Sequéncia nucleotidica (5’ para 3’) Finalidade
pRQC1_FW_(Hindlll) ATGCAAGCTTCTTTTGAACTTCAAGGACTTCGCTGC Clonagem
promotor
GTACCTGCAGGTTCGAGTACTTTACAAATATATTTAGA
PRQC1_RV_(Pst]) TGATTCAACGACC
ATCGCTGCAGATGAGCTCTAGAGCATTAAGGAGATTA Clonagem
RQC1_FW_ALL_(Pstl) C Rqcip e
ch1 p1-327
GTACGGTACCTTATTTIAICGTCATCGTCTTTATAATCAC | Clonagem
RQC1_RV_ALL_(Kpnl) CCTCATTTTCATTTGACTCTTCATTTTCATG Rqgcip e
ch1 p328-723
TACGGGTACCTTATITATCGTCATCGTCTTTATAATCAT Clonagem
RQC1_NT_RV_(Kpnl) AAAAAGAAATGAATTTTTGCCACTGACTG Rqc1p'¥
ATCGCTGCAGATGAAGTTCGAACCTTTAAATTCCGAC Clonagem
RQC1_CT_FW_(PSt|) CTGAGC Rqc1 p328-723
tRQC1_FW_(Kpnl) ATCGGGTACCTAAGAAATGTTGCAGCTCATTTTCTAGT Clon_agem
ACGC terminador
tRQC1_RV_(EcoRlI) CGATGAATTCCGGACTTGGAAGGACAAACAATGC

Tabela 3. Primers utilizados para o sequenciamento.

Finalidade

Sequéncia nucleotidica (5’ para 3’)

Sequenciamento YCplac111+Rqc1p

CTCGTAAGTTGTCGCGAAACGC

CGAGGCTGCAAAAGACAAGGG

CCAAAACGATGTCAGTCAGTGGC

GAATAAATGAGATGAGTTCCGCCCG

CGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

1-327

Sequenciamento YCplac111+Rqgc1p

CTCGTAAGTTGTCGCGAAACGC

CGAGGCTGCAAAAGACAAGGG

CGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAG

Sequenciamento YCplac111+Rqc1p3%723

CTCGTAAGTTGTCGCGAAACGC

GAATAAATGAGATGAGTTCCGCCCG

3.1.7 Extragao do DNA gendémico de S. cerevisiae
A extragdo de DNA gendmico de S. cerevisiae foi adaptada segundo descrito
por Harju e colaboradores (HARJU; FEDOSYUK; PETERSON, 2004). Um volume de

1mL de cultura de S. cerevisiae S288C crescida overnight em meio YPD foi
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centrifugado a 1000 x g, a 25°C por 1 min e o sobrenadante foi descartado. As
células foram ressuspensas em tampao de lise (2% de triton X-100, 1% de SDS, 100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI [pH 8.0] e 1 mM EDTA [pH 8.0]) e incubadas por 4 min a
-80°C sendo transferidas para o banho seco a 95°C por 2 min. O processo foi
repetido e o conteudo foi homogeneizado em vértex por 30 s. Posteriormente, foram
adicionados 200 uL de cloroférmio ao microtubo que foi homogeneizado em vortex
por 2 min e centrifugado a 12000 x g, a 25°C por 5 min. A fase aquosa foi transferida
para um microtubo contendo 400 pL de etanol 100% gelado que foi homogeneizado
por inversado, incubado a 25°C por 5 min e centrifugado a 12000 x g, a 25°C por 5
min. O sobrenadante foi removido e o pellet de DNA foi seco por 15 min a 45°C e
depois ressuspenso em 100 pL de tampéo TE (10 mM Tris [pH 8.0], 1 mM EDTA [pH
8.0]). A quantificacdo do DNA gendmico obtido foi realizada utilizando o

espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific).

3.1.8 Amplificagao dos fragmentos por reag¢ao da polimerase em cadeia (PCR)
Para a amplificacdo dos fragmentos por PCR, o DNA genémico extraido
conforme descrito no Item 3.2.7 foi utilizado como molde. As reagdes para
amplificagdo dos insertos correspondentes a sequéncia do promotor e do gene
truncado (somente a por¢ao N-terminal, ou C-terminal) foram preparadas para um
volume final de 50 pL contendo: tampéo de PCR 10X (1X), dNTP 10 mM (0,2 mM),
MgCl, 50 mM (1,5 mM), primers FW e RV 10 uM cada (0,2 uM cada), DNA genémico
S288C (1 pg), Platinum™ Taq DNA Polimerase - Invitrogen (1 U) e agua Milli-Q
estéril. J& para amplificagdo do gene completo e do terminador, as reacgdes
preparadas para o volume final de 50 uL foram: tamp&o Phusion GC 5X (1X), dNTP
10 mM (0,2 mM), primers FW e RV 10 pyM cada (0,5 pM cada), DNA gendmico
S288C (1 ug), DMSO (3%), Phusion High-Fidelity DNA Polymerase - New England
Biolabs (1 U) e agua Milli-Q estéril. As reagbes foram realizadas utilizando o
termociclador MJ Mini (Bio-Rad) e os programas gerais utilizados conforme os

fabricantes estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Programas utilizados para amplificacdo dos fragmentos utilizados para clonagem.

Ciclos Etapa Platinum (Invitrogen) - 10966 |Phusion HF (NEB) - M0530S
1 Desnaturacao inicial 94°C | 2 min 98°C | 1 min
Desnaturacao 94°C | 30 seg 98°C | 10 seg
30 Hibridizacao 55°C | 30 seg 55-58°C | 30 seg
Extenséao 72°C | 1 min/kb 72°C | 30 seg/kb
1 Extensao final 72°C | 5 min 72°C | 5 min
0 Hold 8°C 8°C

3.1.9 Purificagao dos produtos de PCR e digestao

Para purificagdo, os produtos de PCR e digestdo foram submetidos a
eletroforeses de DNA em gel de agarose 1% com tampéao TAE (Tris-Cl 40 mM [pH =
8,3], acido acético 20 mM, e EDTA 1 mM) corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL).
Para isto, as amostras juntamente com tampéao de carregamento, foram adicionadas
aos pocos do gel de agarose, que foi submetido a eletroforese a 100 V. Apds o
tempo necessario, o DNA foi visualizado no transiluminador T26M (BioAgency)
operando a 302 nm, e as bandas de interesse foram cortadas com bisturi. As bandas
foram inseridas em membranas de celulose contendo tampao TAE 0,1 X e estas
foram vedadas em suas extremidades com grampos. O sistema montado foi
colocado em uma cuba de eletroforese submergido com tampédo TAE 0,1 X e a
eletroeluicdo do DNA foi realizada a 300 V por 30 min. Apds a eletroeluigao, o
tampéo contido na membrana de celulose — que contém o DNA de interesse — foi
coletado e transferido para microtubos de centrifuga. A partir disso, foi adicionado
um volume de fenol aos microtubos, que foram entdo agitados fortemente e
centrifugados a 14000 rpm, a 25°C por 3 min. A fase aquosa foi coletada e foi
adicionado um volume de cloroférmio aos microtubos, com subsequente agitacéo e
centrifugacdo tal como anteriormente. A fase aquosa foi transferida a novos
microtubos e 1/20 volume de NaCl 5 M e 2,5 volumes de etanol 100% foram
adicionados aos sistemas, que foram homogeneizados por inversao. Os microtubos
foram incubados no gelo seco por cerca de 10 min e centrifugados a 14000 rpm, a
25°C por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet que contém o DNA
precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de etanol 80%. Apds a lavagem, o pellet

foi seco a 37°C e ressuspenso em uma quantidade variavel de agua Milli-Q estéril.
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3.1.10 Digestao enzimatica e ligagao dos fragmentos

De forma geral, as digestbes enzimaticas dos fragmentos e do plasmideo
YCplac111 foram realizadas em um volume final de 100 pL utilizando
aproximadamente 10 U de enzima de restricdo para concentragcdes variadas de DNA
purificado. As digestdes dos fragmentos correspondentes as sequéncias do
promotor (Hindlll e Pstl [New England Biolabs]), do gene RQC7 completo e das
porcoes truncadas (Pstl e Kpnl [New England Biolabs]) foram realizadas por até 90
min a 37°C. Ja a digestdo do fragmento do terminador (Kpnl e EcoRI
[FastDigest/Thermo Fisher]) foi feita por 15 min a 37°C devido a observagédo de
atividade estrela em tempos maiores. Para a digestdo do plasmideo YCplac111 foi
adicionado 10 U de fosfatase alcalina (Roche) apés 10 min de incubagao. Apds as
digestdes os produtos foram purificados, conforme descrito no Item 3.1.9, e a ligagao
foi realizada através da incubacgéo de 1 U de T4 DNA ligase a temperatura ambiente

por 1 h em um volume final de 10 pL.

3.1.11 Transformacgao de E. coli competente

Para a transformacdo, o protocolo de competéncia das bactérias foi
conduzido utilizando um volume de 50 mL de cultura de E. coli RR1 crescida por até
4 h em meio LB. As células entdo foram centrifugadas a 6000 x g, a 4°C por 5 min,
tendo sido o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 10 mL de
tampao | (CaCl, 10 mM, Tris-Cl 10 mM [pH = 7,5]) gelado. O processo de
ressuspensao foi repetido, agora utilizando tampéao Il (CaCl, 30 mM, Tris-Cl 10 mM
[pH = 7,5]), e as células foram incubadas por 30 min no gelo. Apds este tempo, as
células foram ressuspensas em 5 mL de tampdo Il e foram utilizadas para
transformacao. Um volume de 200 uL de células competentes foi adicionado a 10 pyL
de ligacéo e os tubos foram incubados no gelo por 10 min. Posteriormente, o choque
térmico foi realizado a 42°C por 2 min no banho molhado e apés alguns segundos foi
adicionado 1 mL de meio LB. Os tubos foram incubados a 37°C por 30 min sendo
homogeneizados por inversao a cada 10 min. Apds incubagao, os tubos foram
centrifugados a 1000 x g, a 25°C por 1 min, e o sobrenadante parcialmente retirado
até restar, aproximadamente, 200 uL de suspenséo celular que foi plaqueada em LB
suplementado com ampicilina (100 ug/mL). As placas foram incubadas overnight a

37°C até o aparecimento de colbnias transformantes que foram estriadas em
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pequenos tapetes celulares em novas placas contendo antibidtico para posterior

testagem.

3.1.12 Identificagdo de clones positivos e sequenciamento das construgoes

As células crescidas em pequenos tapetes conforme descrito no Iltem 3.1.11,
foram coletadas com palito de madeira e adicionadas a microtubos com 200 uL de
solugéo | (50 mM glicose, 10 mM EDTA e 25 mM Tris-Cl [pH 8;0]) contendo 5 mg/mL
de lisozima e 2 pg/mL de RNase A. Foram também adicionados aos microtubos 200
ML da solugdo Il (0,2 M NaOH 1% SDS) e 150 pL da solugéo Il (7,5 M NH,OAc e
acido acético glacial 2%). Apdés homogeneizagédo por inversdao apos a adicdo das
solugdes, os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm, a 25°C por 3 min e os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos contendo 300 yL da solugao IV
(isopropanol 100% e 0,2% de triton X-100). As amostras foram homogeneizadas por
inversao, centrifugadas a 14000 rpm, a 25°C por 5 min e o sobrenadante foi
descartado. O pellet que contém o DNA precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL
de etanol 80%, seco a 37°C e ressuspenso em 5 pL de agua Milli-Q estéril. O DNA
plasmidial obtido de cada colbnia foi digerido e o produto da digestao foi analisado
através de eletroforese em gel de agarose 1%. Apos a observacgao e identificagéo
das bandas esperadas, uma colbnia positiva de cada construcdo foi selecionada e
estriada cobrindo a area total de uma placa contendo meio LB suplementado com
ampicilina. O tapete celular resultante do crescimento das células na placa
mencionada acima foi coletado com o auxilio de uma espatula e adicionado a tubo
com 2 mL de solugdo | (0,25 M sacarose, 0,125 M EDTA e 25 mM Tris [pH 8;0])
contendo 5 mg/mL de lisozima e 10 mg/mL de RNase A. A homogeneizagao foi
realizada utilizando vortex por alguns segundos e as células foram incubadas por 30
min no gelo. Apds incubacéo, foi adicionado 1 mL de solugdo Il (10% triton X-100,
0,5 M EDTA, 1 M Tris [pH 8]) e as células foram centrifugadas a 65000 rpm, a 4°C
por 10 min. O sobrenadante foi coletado e o DNA plasmidial foi extraido utilizando o
protocolo de extragcado por fenol-cloroférmio com modificagées (ltem 3.1.9). Foi
adicionado um volume de fenol, sendo os tubos, em seguida, agitados fortemente e
centrifugados a 4000 rpm, a 4°C por 5 min. A fase aquosa foi coletada e foi
adicionado um volume de cloroférmio aos tubos, os quais foram agitados fortemente
e centrifugados tal como anteriormente. A fase aquosa foi coletada novamente e

1/20 volume de NaCl 5 M e 2,5 volumes de etanol 100% foram adicionados aos



31

tubos, os quais foram homogeneizados por inversao e centrifugados por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1,5 mL de NH,OAc e 4,5 mL de etanol
100%. Os tubos foram homogeneizados por inversao e centrifugados por 10 min. A
etapa anterior foi repetida, mas com a adicdo de 300 yL de NH,OAc e 1 mL de
etanol 100% aos tubos que foram centrifugados por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet que contém o DNA plasmidial precipitado foi lavado duas vezes
com 1 mL de etanol 80% a 14000 rpm, a 25°C por 3 min. Apds a lavagem, o pellet
foi seco a 37°C e ressuspenso em 100 pL de agua Milli-Q estéril.

A partir do DNA plasmidial obtido em grande quantidade de cada colbénia
selecionada, foram realizadas digestbes diagnosticas para cada construgdo. As
digestbes foram realizadas semelhante ao descrito no Item 3.1.10 e estdo descritas

na Tabela 5. Os produtos da digestao foram analisados em gel de agarose 1%.

Tabela 5. Descricdo das digestdes diagndsticas realizadas para cada construcao.

Construcgao Enzima de restri¢ao (tamanho das bandas esperadas em pb)

YCplac111+terminador BstXI (3676 pb, 2389 pb e 526 pb), Bglll (4596 pb e 1998 pb) e
Bstell+Nsil (3742 pb e 2849 pb)

YCplac111+promotor+ EcoRI (6602 pb e 983 pb), Scal (3862 pb, 2725 pb e 995 pb), Aflll (3832
terminador pb, 3540 pb e 213 pb) e Pstl e Kpnl (7558 pb e 27 pb)

YCplac111+Rqci1p Aflll (4742 pb, 3540 pb, 1265 pb e 213 pb), BstBI (4986 pb, 4283 pb e
491 pb), Clal (5623 pb e 4137 pb)

YCplac111+Rqc1p™3% Xbal +Ndel (7701 pb e 871 pb), Pstl+BamHI (7736 pb e 831 pb),
Pstl+BstEIl (4870 pb e 3702 pb) e Pstl+Kpnl (7558 pb e 1014 pb)

YCplac111+Rqc1p®®72 [ HindlIll (7225 pb e 1557 pb), Scal (3862 pb, 2725 pb, 1636 pb e 556 pb),
Clal (4645 pb e 4137 pb) e Pstl+Kpnl (7558 pb e 1224 pb)

Apods a confirmagao das bandas esperadas, o DNA plasmidial de cada colénia
positiva foi extraido utilizando o kit PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega).
O DNA plasmidial, juntamente com os primers correspondentes para cada
construcéo (Tabela 3), foi entdo enviado para o Centro de Pesquisa sobre o Genoma
Humano e Células-Tronco (USP), onde foi realizado o sequenciamento de DNA pelo

meétodo de Sanger.

3.1.13 Transformacgao de S. cerevisiae WT e rqc1A
A transformacao de S. cerevisiae foi realizada segundo descrito por Amberg e
colaboradores com algumas modificagbes (AMBER; BURKE; STRATHERN, 2006).




32

Um volume de células de S. cerevisiae WT e rqc1A cultivadas overnight em meio
YPD foi coletado e centrifugado a 1000 x g, a 25°C por 1 min. As células foram
lavadas em 1 mL de acetato de litio 0,1 M, centrifugadas como anteriormente e
ressuspensas em uma solugéo de transformagéo (480 uL de PEG 3350 50%, 60 pL
de acetato de litio 1 M e 20 yL de DNA esperma de salm&o [10 mg/mL] desnaturado
a 100°C por 10 minutos). Foi entdo adicionado, aos microtubos, aproximadamente
100 ng de plasmideo, que foram homogeneizados gentilmente e incubados a 42°C
por 45 min em banho-maria. Os tubos foram centrifugados, os sobrenadantes foram
descartados e as células foram ressuspensas em 1 mL de meio YPD e incubadas a
28°C por 2 h. Apo6s a incubagao, as células foram centrifugadas e o pellet celular foi
lavado em 1 mL de agua Milli-q estéril. Uma centrifugagdo adicional foi realizada,
sendo o sobrenadante retirado deixando somente 50 uL finais. Essa suspensao
celular foi plaqueada em meio SD desprovido de leucina, a marca de selegdo do
plasmideo YCplac111, e as placas foram incubadas a 28°C pelo tempo necessario

para o aparecimento de colbnias transformantes.

3.1.14 Andlises estatisticas e geragao de graficos
As analises estatisticas e os graficos foram feitos utilizando o programa
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software).

3.2 Caracterizacao estrutural in silico da proteina Rqc1

3.2.1 Alinhamento de sequéncias

As sequéncias das proteinas da familia TCF25 utilizadas para as analises in
silico foram obtidas no banco de dados Uniprot (THE UNIPROT CONSORTIUM et
al., 2025). Para a busca, foram utilizadas palavras-chave como “tcf25”, “rqc1” e
“nulp1” juntamente com o nome da espécie dos organismos modelos eucariéticos
que representam a diversidade bioldgica. E importante ressaltar que em situacdes
nas quais havia mais de uma entrada para a mesma espécie, foi escolhida a
sequéncia que possuia revisdo pelo Swiss-Prot, seguida de melhor escore de
anotacdo e nivel de existéncia da proteina. As sequéncias selecionadas estao

listadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Descricao geral das sequéncias das proteinas ortélogas de organismos modelo
selecionadas do Uniprot.

Cédigo Espécie Status de | Escore de Existéncia da Tamanho
Uniprot revisao anotacao proteina (aminoacidos)
Q05468 Saccharomyces | Swiss-Prot 4/5 Evidéncia a nivel 723
cerevisiae de proteina
Q9BQ70 Homo sapiens | Swiss-Prot 5/5 Evidéncia a nivel 676
de proteina
Q8R3L2 Mus musculus | Swiss-Prot 5/5 Evidéncia a nivel 676
de proteina
AOA8V0OYO0J9 Gallus gallus TrEMBL 1/5 Evidéncia a nivel 661
de proteina
Q68EJ4 Danio rerio TrEMBL 1/5 Evidéncia a nivel 650
de proteina
A3KMT4 Xenopus laevis TrEMBL 1/5 Evidéncia a nivel 675
de transcrito
Q9Y109 Drosophila TrEMBL 2/5 Evidéncia a nivel 702
melanogaster de transcrito
P90919 Caenorhabiditis TrEMBL 1/5 Evidéncia a nivel 647
elegans de proteina
Q8T2A4 Dictyostelium Swiss-Prot 3/5 Inferida por 740
discoideum homologia
080734 Arabidopsis TrEMBL 1/5 Evidéncia a nivel 627
thaliana de proteina

O alinhamento multiplo das sequéncias foi feito utilizando a ferramenta
Muscle disponibilizada pelo EMBL-EBI
(MADEIRA et al., 2024). Os alinhamentos foram tratados e visualizados no Jalview v.
2.11.4.0 (WATERHOUSE et al., 2009).

(European Bioinformatics Institute)

3.2.2 Predicao de localizagao subcelular e sinais de classificagao

Para a predicdo da localizacdo subcelular e presenca de sinais de
classificagao foi utilizado o servidor web DeeplLoc 2.1, que utiliza uma abordagem de
aprendizado profundo para classificacdo de sequéncias (JDUM et al., 2024). Os
dados de entrada foram um arquivo no formato FASTA com as sequéncias das
proteinas ortélogas de organismos modelo. Os resultados gerados incluiam tabelas
de pontuagdo de previsdo para dez localizagbes subcelulares e nove sinais de

classificagdo, dentre eles sinais de localizagdo nuclear (NLS, nuclear localization
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signal) e sinais de exportagdo nuclear (NES, nuclear export signal). As possiveis
localizacbes das proteinas preditas foram destacadas em verde quando
ultrapassaram o limiar de probabilidade sendo 0,4761 para localizagao
citoplasmatica e 0,5014 para nuclear. Além disso, foi gerado um grafico que indica
as regides da sequéncia que sao importantes para as previsdes listadas.

Para uma analise mais aprofundada das possiveis NLSs identificadas pelo
DeepLoc 2.1, foi utilizada a ferramenta cNLS Mapper, que prevé NLSs especificas
para a via de importagdo mediada por importina ap (KOSUGI et al., 2009). O cNLS
Mapper calcula escores somando as contribuicbes positivas ou negativas de cada
residuo de aminoacido com base nos valores definidos para perfis de NLS ja
estudados em leveduras. As sequéncias das proteinas estudadas foram inseridas
individualmente e os parametros selecionados tiveram escore de corte de 3,0 e
busca por NLSs em toda a extensdo da sequéncia. As NLSs identificadas e seus
respectivos escores foram analisados da seguinte forma: escores entre 8 e 10
indicam proteinas com localizagao nuclear, entre 7 e 8 indicam localizagao parcial no
nucleo, entre 3 e 5 correspondem a proteinas presentes tanto no nucleo quanto no

citoplasma.

3.2.3 Estrutura secundaria

A analise da estrutura secundaria de Rqc1p foi realizada utilizando a
ferramenta NetSurfP-3.0 (HGIE et al., 2022). Além de prever a estrutura secundaria
de proteinas a partir da sua sequéncia, a ferramenta também gera informacdes
sobre a acessibilidade relativa a superficie (RSA, relative surface accessibility) com
valores de RSA >0.25 indicando residuos expostos e RSA <0.25 indicando residuos

enterrados.

3.2.4 Modelagem molecular e validacao estrutural

Para modelagem molecular utilizamos duas abordagens distintas: (i)
ColabFold v1.5.5, uma ferramenta integrada ao Google Collaboratory que combina a
busca acelerada por sequéncias homologas via MMseqs2 com a predigéo estrutural
baseada no AlphaFold2, que emprega metodologias baseadas em inteligéncia
artificial, aprendizado profundo e redes neurais (JUMPER et al., 2021; MIRDITA et
al., 2022); e (ii) I-TASSER, que prediz estruturas combinando o método de threading,

montagem por fragmentos e refinamento para otimizagdo da estrutura, podendo
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recorrer a modelagem ab initio quando ndo ha modelos disponiveis (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010).

Para isso, preparamos o arquivo de entrada contendo a sequéncia completa
de Rqcl1p (723 aminoacidos) e também suas versdes truncadas Rqc1p'3%¥, que
contém a regido polibasica, e Rqc1p®®7%, que contém o dominio TCF25. Os trés
melhores modelos gerados pelo ColabFold foram selecionados de acordo com o
rank dos valores de pLDDT (predicted local distance difference test), que indica a
confiabilidade através de uma escala de 0 a 100, sendo que regides acima de 90
sdo consideradas de alta confianga e abaixo de 50, de baixa confianca. Ja os trés
melhores modelos gerados pelo I-TASSER foram selecionados com base no valor
de C-score, que é um indicador de confianga do modelo, variando entre -5 e 2, no
qual valores mais altos indicam maior confianga e maior similaridade com estruturas
conhecidas.

A validacdo de todas as estruturas selecionadas foi feita através das
ferramentas disponiveis na plataforma online SAVES v.6.1
(https://saves.mbi.ucla.edu/) sendo elas: (i) ERRAT, que avalia a estabilidade da
conformacdo dos residuos por meio das interagbes atomo-atomo nao ligadas
(COLOVOS; YEATES, 1993); (ii) VERIFY3D, que analisa a compatibilidade entre a
estrutura tridimensional e sua estrutura primaria, verificando os ambientes locais das
cadeias laterais (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997) e (iii) PROCHECK, que gera
graficos de Ramachandran para identificacdo de residuos de aminoacidos em
regides desfavoraveis ou ndo permitidas de acordo com seus angulos diedros phi e
psi (LASKOWSKI et al., 1993).

3.2.5 Decomposicao de redes de coevolugao de residuos

O alinhamento multiplo de sequéncias (MSA, multiple sequence alignment) da
familia do dominio TCF25 (cédigo de entrada PF04910) foi obtido no Pfam utilizando
o tipo de alinhamento “Uniprot” que continha 3.278 sequéncias. Para as analises de
conservagcao e decomposicdo de redes de coevolugdo de residuos (DRCN,
decomposition of residue coevolution networks), foi utilizado o software PFstats
(FONSECA-JUNIOR et al., 2018). De forma geral, através deste método, é
construida uma rede de correlacdo obtida através dos sinais de correlacido ou
anticorrelacdo entre pares de residuos de uma familia de proteinas em uma

determinada posi¢ao. Posteriormente, esta rede € decomposta em comunidades de
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residuos coevoluidos que podem ser identificados como relevantes para a estrutura
e funcdo de uma familia de proteinas (BLEICHER; LEMKE; GARRATT, 2011).

Apds a obtencdo do MSA, as 3.278 sequéncias foram filtradas no PFstats
utilizando a abordagem por perfil HMM (hidden markov model) e os fragmentos e
sequéncias redundantes foram removidos utilizando os filtros de 80% de cobertura
minima, e 80% de identidade maxima, respectivamente. Apds a filtragem,
permaneceram 740 sequéncias e os parametros utilizados para as analises de
conservagao e para montagem e decomposig¢ao da rede de coevolugao foram 0,80
para o escore minimo de conservacao, 10 para o escore minimo de correlagao, 15%

de sub-alinhamento minimo e 0,2 de variagédo de frequéncia.

3.2.6 Andlise de similaridade estrutural

A analise de similaridade estrutural utilizando como dado de entrada o modelo
gerado pelo ColabFold contendo o dominio TCF25 (Rqc1p®®7?%) foi realizada
utilizando o servidor online FoldSeek (VAN KEMPEN et al., 2024). Foram
consideradas nas analises somente os 10 primeiros hits com estruturas resolvidas

experimentalmente que foram depositadas no PDB100.

3.2.7 Visualizagao das estruturas tridimensionais
As estruturas tridimensionais geradas foram visualizadas e analisadas
utilizando o programa UCSF ChimeraX (MENG et al., 2023).

3.3 Metanalise dos transcriptomas de S. cerevisiae em choque térmico

3.3.1 Aquisicao dos dados de sequenciamento de RNA e analise da qualidade
das reads

Os dados de sequenciamento de RNA (RNA-seq) de S. cerevisiae cultivada
em condi¢ao de choque térmico foram retirados do maior repositério de dados brutos
publicos de sequenciamento, o SRA (Sequence Read Archive), mantido pelo NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Para a busca, foram utilizados os
termos “Saccharomyces cerevisiae” e “heat shock”, o que resultou em 28 estudos
apos a filtragem por somente transcriptomas até setembro de 2024. Para garantir
maior homogeneidade e robustez nas analises, foi realizada uma curadoria manual a

partir dos 28 estudos para selecionar somente os que possuiam tipo de leitura
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paired-end e com pelo menos 3 replicatas bioldgicas para cada condigdo. Ao final
obtivemos 7 estudos e o download de todas as bibliotecas foi realizado utilizando a
ferramenta fasterq-dump v.3.0.1, do pacote de SRA Toolkit disponivel no NCBI.

Para a analise da qualidade das bibliotecas de RNA-seq foi utilizada a
ferramenta FastQC v.0.11.9 (BABRAHAM BIOINFORMATICS) e a compilagéo e
visualizagdo dos resultados foi realizada utilizando o programa MultiQC v.1.13.dev0
(EWELS et al., 2016). Ao final, 4 dos 7 estudos pré-selecionados apresentaram
homogeneidade entre a profundidade das bibliotecas e valor de qualidade das reads
igual ou superior a phred 30, que indica a probabilidade de ocorrer erro em 1

nucleotideo a cada 1000 nucleotideos sequenciados.

3.3.2 Mapeamento no transcriptoma de referéncia e contagem das reads

Os mapeamentos das reads das bibliotecas de RNA-seq foram realizados
contra o genoma de referéncia de S. cerevisiae da linhagem S288C (codigo de
entrada no NCBI: GCF_000146045.2) utilizando o programa STAR v.2.7.10b (DOBIN
et al., 2013). A conversao e ordenagao dos arquivos com a extensao de BAM para
SAM foi realizada com a ferramenta Samtools v.1.16.1 (DANECEK et al., 2021). Ja a
contagem do numero de reads mapeadas por gene foi realizada utilizando o
FeatureCounts v.2.0.3 (LIAO; SMYTH; SHI, 2014), utilizando as tags -p, -t CDS, -g
gene_id; identificando as reads como paired-end, as features como CDS e
retornando os gene_id como meta-features.

Para a visualizagdo dos padrdes de variacdo entre as condi¢des
experimentais de cada estudo individualmente, foi realizada a Analise de
Componentes Principais (PCA). O output do FeatureCounts foi importado para o
programa R e utilizado para a geracdo de uma matriz e foi executada a fungao

prcomp, do pacote stats, para a realizacdo da analise de PCA.

3.3.3 Analises da expressao diferencial de genes

As analises da expressao diferencial de genes foram realizadas no programa
R utilizando o pacote DESeq2 v.1.40.2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Para
considerar um gene como diferencialmente expresso foram adotados como critérios
o valor de corte de log2FoldChange = |1|, indicando uma alteragao de pelo menos
duas vezes na expressao em comparagao ao controle, e um valor de p ajustado
(padj) < 0,05.
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3.3.4 Recursos computacionais
O processamento dos dados e as analises dos transcriptomas foram

realizadas nos clusters computacionais Gloriosos, ICB-UFMG.
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4 RESULTADOS

4.1 A delegao de LTN1 e RQC1 reduz a viabilidade celular de S. cerevisiae na
presencga de higromicina B

Com o objetivo de entender o papel das proteinas Rqgc1p e Ltn1p na resposta
ao estresse traducional, realizamos um ensaio de toleréncia celular a higromicina B,
no qual verificamos, através de Spot-Test, o crescimento de S. cerevisiae em placas
contendo meio YPD suplementadas com diferentes concentragoes deste antibidtico.
A higromicina B interage com os sitios A e P do ribossomo, impedindo a
translocacdo, o que gera a parada da traducdo (BOROVINSKAYA et al., 2008),
sendo células de S. cerevisiae desprovidas de LTN71 conhecidamente sensiveis a
este antibiotico (BENGTSON; JOAZEIRO, 2010).

Podemos notar que, de fato, as células desprovidas de Ltn1p possuem menor
tolerancia ao estresse traducional induzido por higromicina B, sendo esse fendtipo
dose-dependente. Além disso, observamos que a auséncia de Rqc1p também
promove uma maior sensibilidade de S. cerevisiae a presenca desse antibiético em
relacdo a célula WT, porém em menor extensdo do que aquela verificada para os
mutantes /ltn1A (Fig. 6).

diluigdo diluicdo diluigdo diluicdo

1 110" 1:102 1:10° 1:10¢ 1 110" 1:102 1:10° 1:10* 1 110" 1:10% 1:10° 1:104 1 110" 1:102 1:10° 1:10¢

&)

controle hig B 75 pg/mL hig B 100 pg/mL

hig B 125 pg/mL

Fig. 6. Tolerancia ao estresse traducional induzido por higromicina B de S. cerevisiae WT,
rqc1A e Itn1A. A determinagdo da tolerancia ao estresse traducional de S. cerevisiae através da
capacidade de crescimento em meio YPD suplementado com higromicina B foi realizado conforme
descrito em Materiais e Métodos (ltem 3.1.3). As placas foram fotografadas apds 48h de crescimento
a 28°C. A Fig. é representativa de 4 replicatas biologicas.

42 O impacto da higromicina B na velocidade especifica maxima de
crescimento é acentuado na auséncia de LTN1

Apos a determinagdo da tolerancia ao estresse traducional induzido por
higromicina B através do ensaio de Spot-Test (Fig. 6), e sabendo que Ltn1p possui
um papel central na resposta induzida por este antibidtico, decidimos quantificar o
impacto da auséncia do gene LTN1 nas taxas de crescimento celular na presencga de

higromicina B através da determinagdo da velocidade especifica maxima de
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crescimento celular (u™*/h) em meio YPD liquido em diferentes concentragbes deste
antibidtico. Foram realizadas curvas de crescimento celular de S. cerevisiae WT e

Itn1A em que foram obtidos os valores de Absgy, das culturas ao longo de 10 horas.

A) B)

Tempo (h) Tempo (h)

-8 controle 50 ug/mL  —A— 75 ug/mL —4— 100 pg/mL -8 controle 50 ug/mL —A— 75 ug/mL —&— 100 pg/mL

Fig. 7. Curva de crescimento celular de S. cerevisiae WT e Itn1A em diferentes concentragoes
de higromicina B. A determinacdo do crescimento celular de S. cerevisiae WT (painel A) e ltn1A
(painel B) foi realizada através de medidas de Absgy, conforme descrito em Materiais e Métodos (ltem
3.1.4). Os dados séo representativos de 3 replicatas bioldgicas.

De forma geral, observamos que a higromicina B inibe o crescimento de S.
cerevisiae WT e ltn1A a partir de 2 h de crescimento celular ja na concentragéo
minima utilizada de 50 pg/mL (Fig. 7). Além disso, vimos que o antibiotico parece
modular o crescimento celular de maneira distinta ao longo do tempo, ja que a taxa
de crescimento no intervalo de 2 a 6 h parece ser maior do que no intervalo de 6 a
10 h em ambas as linhagens. Para investigar o impacto da agédo da higromicina B no
crescimento celular nestes intervalos, calculamos a u™/h em cada concentragédo do
antibidtico utilizada.

Observamos entdo que, no intervalo de 2 a 6 h, as células desprovidas de
Ltn1p possuem p™*/h menor quando cultivadas em meio contendo 100 pg/mL de
higromicina B (Fig. 8, painel D). Ja no intervalo de 6 a 10 horas, vimos que as
células /tn1A possuem Pu™/h menor quando cultivadas em meio contendo 50 pug/mL
(Fig. 8, painel B).



41

A) B)
0.5+ I sk ok | 0.5
o 1 4 EE 2-6h =1 2-6h
044 T L —1 3 6-10h 04 = | o 6-10h
< - £ - *
£ 0.3 £ 0.3 L
i —
& 0.2 & 0.2
0.0- T T 0.0 T T rm-l
WT Itn1A WT itn1A
C) D)
0.5 0.5
= 2-6h Hl 2-6h
0.4 EE 6-10h 0.4 mEm 6-10h
< 0.3 kel < 0.3 ! o !
=~ | 1 =
= — g ek
E:'L 0.2 *H kK Kk k = 0.2 i .
1 i
0.1 ﬂ |=| 0.1
0.0 T m T ! O.O-A.-ri—-y-—
WT Itn1A WT Itn1A

Fig. 8. Velocidade especifica maxima de crescimento celular de S. cerevisiae WT e Itn1A em
higromicina B. Os calculos para determinagdo da u™*/h na auséncia (painel A) e na presenca de
higromicina B 50 ug/mL (painel B), 75 ug/mL (painel C) e 100 ug/mL (painel D) no intervalo de 2 a 6
horas e de 6 a 10 horas de crescimento foram realizados conforme descrito em Materiais e Métodos
(Item 3.1.5). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 (two-way ANOVA/Tukey).

4.3 A delecao de RQC171 compromete a viabilidade celular de S. cerevisiae sob
choque térmico enquanto a dele¢ao concomitante de LTN1 restaura o fenétipo
selvagem

Sabendo que a HSR € a principal via ativada em condi¢gdes de estresse
celular, realizamos um ensaio de tolerancia celular por Spot-Test para verificar o
crescimento de S. cerevisiae WT, rqc2A, ltn1A e rqc1A — mutantes desprovidos de
Rqc2p, Ltn1p e Rqc1p, respectivamente, proteinas centrais na via RQC — em placas
contendo meio de cultura YPD em condigdes-controle (28°C) e também em choque
térmico (38°C).

Observamos que, dentre as trés proteinas estudadas, somente a Rqc1p esta
envolvida com a adequada resposta celular de S. cerevisiae ao choque térmico, uma

vez que a sua auséncia promoveu marcante sensibilidade a essa condig&o (Fig. 9).
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Fig. 9. Tolerancia ao choque térmico de S. cerevisiae WT, rqc2A, Itn1A e rqc1A. A determinagéo
da tolerancia ao choque térmico de S. cerevisiae através da capacidade de crescimento em meio
YPD sob choque térmico foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos (ltem 3.1.3). As
placas foram fotografadas apods 44h de incubagédo a 282C e a 382C. A Fig. é representativa de 3
replicatas biolégicas.

Diante deste resultado, decidimos também submeter o duplo mutante
rqc1Altn1A ao mesmo teste, na tentativa de verificar a existéncia de uma possivel
interacao génica entre RQC1 e LTN1 na resposta ao choque térmico. Curiosamente,
o aumento da sensibilidade ao choque térmico em células rqc1A é revertido na
auséncia de LTN1, sendo o fendtipo selvagem restaurado nestes mutantes (Fig. 10).
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Fig. 10. Tolerancia ao choque térmico de S. cerevisiae WT, rqc1A, Itn1A e rqc1Ailtn1A. A
determinagao da tolerancia ao choque térmico de S. cerevisiae através da capacidade de crescimento
em meio YPD sob choque térmico foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos (ltem
3.1.3). As placas foram fotografadas apds 44h de incubacdo a 282C e a 382C. A Fig. é representativa
de 3 replicatas bioldgicas.
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44 A delecao do gene RQCT reduz a velocidade especifica maxima de
crescimento celular em choque térmico

Apos observar que a proteina Rqci1p apresenta um papel relevante para a
viabilidade celular de S. cerevisiae em choque térmico através do ensaio do
Spot-Test (Fig. 9), buscamos investigar se o cultivo celular em meio liquido, em
condi¢cdes de choque térmico, altera a uy™/h de S. cerevisiae WT, rqc1A, Itn1A e
rqc1Altn1A.

Podemos observar que a biomassa gerada apos 24 h de cultivo em choque
térmico € menor do que aquela observada em condigao-controle (Fig. 11, painéis A e
B); de fato, o choque térmico reduziu significativamente o u™*/h de todas as células
quando o cultivo foi conduzido a 38°C (Fig. 11, painéis C-F). No entanto, verificamos
que, em condigcdes de choque térmico, somente o mutante desprovido de Rqci1p
apresentou uma diminuigdo significativa na p™/h em relagdo as demais células
estudadas (Fig. 11, painel H), resultado que se encontra em concordancia com
aqueles obtidos através da verificagdo do crescimento celular em meio solido (Figs.
9e 10).
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Fig. 11. Curva de crescimento e velocidade especifica maxima de crescimento celular de S.
cerevisiae WT, rqc1A, Itn1A e rqc1Altn1A em choque térmico. A determinagdo do crescimento
celular em 28°C (painel A) e 38°C (painel B) foi realizada através de medidas de Absg,, conforme
descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.4). Os calculos para determinacdo da velocidade
especifica maxima de crescimento celular de WT (painel C), rgc1A (painel D), ltn1A (painel E),
rqc1Altn1A (painel F) e a 28°C (painel G) e 38°C (painel H) foram realizados conforme descrito em
Materiais e Métodos (ltem 3.1.5). Os dados sdo representativos de 3 replicatas. Painéis C a F: *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. 28°C (teste t de Student ndo-pareado). Painéis G e H: (one-way

ANOVA/Tukey).
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4.5 Rqc1p apresenta uma regiao polibasica N-terminal e um dominio C-terminal
conservado em eucariotos

A utilizacdo de abordagens computacionais para o estudo de proteinas mal
caracterizadas vem sendo amplamente utilizada nos ultimos anos, e um de seus
objetivos é o de delinear estudos experimentais futuros. Sabendo-se que a
sequéncia de residuos de aminoacidos de uma proteina — ou seja, a sua estrutura
primaria — determina sua estrutura tridimensional e, consequentemente, sua possivel
funcao bioldgica, torna as analises computacionais da estrutura primaria, secundaria
e terciaria essenciais para inferir fungbes bioldégicas de dominios proteicos
(CHAKRABORTY; CHAKRABARTI, 2014).

O alinhamento de duas ou mais sequéncias de residuos de aminoacidos de
proteinas homologas pode auxiliar na identificacdo de regides de conservacao.
Sendo assim, a sequéncia de Rqc1p de S. cerevisiae e suas proteinas homologas
de organismos modelos foram alinhadas e identificadas as regides de maior
conservagao entre os eucariotos (Apéndice ).

A primeira regido, localizada préximo ao N-terminal da proteina, €
caracterizada pela presenga de residuos de lisinas e argininas, denominada regido
polibasica (Fig. 12, painel A). Ja a segunda regido, localizada préxima ao C-terminal
da proteina, é caracterizada pela presenca de residuos hidrofobicos e polares
altamente conservados (Fig. 12, painel B). Essa regido compreende um dominio mal

caracterizado anotado como TCF25.
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(A)

S. cerevisiae 76 - --AEAAKDKGSD-BBDD 124

H. sapiens 102 TESKIEBGDDIETVPSEQSHASGKL REKKKKQKNKK - - - - - - - SSTGEA-S NE 146

M. musculus 102 AETKQDGGATKAGSSEQSNASCGKL REKKKKQKNKK - - - - - - - SCTGES -SENG 146

G. gallus 9% HNGQTBGKGTNQ -PDQRPVLNNKPREKKKKRKTHRK - - - - - - - TSGGEAL DD 140

D. rerio 71 TEKNSDGQQEAHLGKDAEKKEKS NKKKKKKKKNKD - - - - - - - - - FE 13

X. laevis 90 KCPVSENQADrAE- ADQ 141

D. melanogaster 63 K- K--SSGNHI -SSED 109

C. elegans 53 G CGRKVV - - - - - - - EEQEET -ENQM o7

D. discoideum 83 PAQAKEQL SSKQQKQKQQQQASKKKAAKKKQQQAKKK - - - - - - - QQQQEK - LE 127

A . thaliana 63 KKNEDADHQEsVADHVAPVsKNKS - - -BsNVPKAEMT -LBET 1

(B)

S. cerevisiae sENM<FEPL NsDL Bk kKEmMmMDENL N
H. sapiens SFFA SEE HKFLV -P R
M. musculus SEFA NEE HKELV -P R
G. gallus QfF T HRE D -P R
D. rerio QHF T NHD E -P R
X. laevis Q¥F T RD| D, -B R
D. melanogaster QWF A sQY s -P S|
C. elegans SWETLR- -HNNA -P A
D. discoideum NYF KK - QT -B
A. thaliana -NNMFRNMT - -Hsss -B
S. cerevisiae oL ABRGV I GHASEWHRV WS sPL EBPLGCRMFLBANMFL L NNOYMCMITTELBINSP - - - - - - LMNCNK@WN TEGFELAVVESFER INB- - - - - - - - - - 515
H. sapiens SF QSSA 443
M. musculus S, LSSA 43
G. gallus MF L SQA 438
D. rerio Q sQQL 412
X. laevis FF EKKA 440
D. melanogaster QYLEERACSRTAFEISKLLLSLQPDTDPLAMILVIDYYALRSKQFEWLVEFYEKYN- - - - -AARNLNQLPNMAYSYALALHTLYGA - - - - - - - - - - - 420
C. elegans LNAAHKRCWETAWNTAKM | FKLBPVKBPLA I ISL IDIFALKEAKQYQWI! I NFFEAAK - - - - -KFRKLHLLPNWPYSVALARFFTAKTRED - - - - - - - - 386
D. discoideum Q LEREKSTTTTSTSTS 458
A. thaliana RN ExkMBPTSSSEATPR 420
S. cerevisiae MSSARN K| HRG 5%
H. sapiens KASL T 533
M. musculus QASL T 533
G. gallus I 528
D. rerio I 502
X. laevis | 530
D. melanogaster L 510
C. elegans RHF 476
D. discoideum SSD | I'SF KIIT KDDPLEKR- - - 561
A. thaliana SSLDLMTQALK RSDE - - SK[IP) 513
S. cerevisiae .- - e o IWBONEVNEFBVL PP - - - - - - - c e e i e e e e e MP 665
H. sapiens 5 VRPERLS - PI 604
M. musculus VRPERLS -PV &
G. gallus TRPERTN - HP 599
D. rerio TRPERQSMBA 579
X. laevis TRPERTH - RP 601
D. melanogaster HRKSSSSSSP 584
C. elegans S| VNI AR 837
D. discoideum Q QQRRV 651
A. thaliana QAPPPRPRDI 589

Fig. 12. Alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas homélogas de Rqc1p com enfoque
nas regioes de maior conservagao. Os residuos de aminoacidos estdo destacados de acordo com
sua classe sendo eles os hidrofébicos (azul), com carga positiva (vermelho), com carga negativa
(magenta), polares (verde) e aromaticos (ciano). Painel A: Alinhamento da por¢do N-terminal
destacando a regido polibasica altamente conservada entre os eucariotos. Painel B: Alinhamento da
porgcédo C-terminal destacando o dominio TCF25.

4.6 A predicdao de NLSs e a presenca de sitios de fosforilagao sugerem que
Rqc1p pode ser translocada para o nucleo

A localizag&o subcelular de uma proteina esta diretamente relacionada a sua
funcdo; desta maneira, a identificacdo de sinais de localizacdo e sitios de
modificagdo pods-traducional s&do essenciais para entender sua dindmica de
translocagao através dos compartimentos celulares (LANGE et al., 2007).

Utilizando a ferramenta DeeplLoc 2.1, identificamos que Rqc1p e suas
proteinas ortélogas sdo predominantemente localizadas no citoplasma. Além disso,
a predicao indicou uma probabilidade de localizagéo parcial no nucleo para TCF25
de humano e camundongo (Apéndice IlI). Embora a probabilidade de Rqc1p para

localizagao nuclear nao ter atingido o limiar (0.5014), foi predito um NLS, sugerindo


https://www.zotero.org/google-docs/?07GngB
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que a proteina possa ser transportada para o nucleo sob certas condi¢bes (Fig. 13,
painel A). Também foi observado que as regides da sequéncia que contribuem para
a previsdo da localizagdo e sinais de classificagdo estdo localizadas proximas ao
N-terminal, incluindo a regido polibasica, que é conservada entre os eucariotos (Fig.
13, painel B).
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Fig. 13. Previsao da localizagao subcelular de Rqc1p de S. cerevisiae e sinais de classificagao
previstos pela ferramenta DeepLoc-2.1. A tabela mostra as pontuagdes de previsédo de localizagao
citoplasmatica e nuclear e os sinais de classificacdo preditos (painel A). Os limiares de probabilidade
acima de 0.4761 indica provavel localizagéo citoplasmatica e acima de 0.5014 provavel localizagcdo
nuclear. As células em verde destacam os resultados das previsdes e a intensidade da cor indica o
nivel de certeza. No grafico, aminoacidos que possuem valores altos correspondem a regibes da
sequéncia que contribuem para a previsdo da localizagdo subcelular e potencialmente estdo
relacionadas aos sinais de classificagdo (painel B).

Buscando aumentar a robustez das analises de caracterizagdo dos sinais
encontrados, utilizamos outra ferramenta, o cNLS Mapper, que prediz e classifica
tipos de NLSs que sdo classicos da via importina a/p. A analise identificou multiplos
NLSs em Rqc1p, incluindo um do tipo monopartido (Fig. 14, painel B) e diversos do
tipo bipartido (Fig. 14, painel C). Notavelmente, o NLS predito como do tipo
monopartido coincide com a sequéncia da regido polibasica previamente
identificada, reforcando sua potencial relevancia para a translocacao desta proteina
para o nucleo.

Ademais, mapeamos o0s nove sitios de modificagdes pos-traducionais
anotados para a proteina de acordo com o SGD. Notamos que dois residuos de
serina passiveis de fosforilagdo se encontram dentro de NLSs preditos como
bipartidos (Fig. 14, painel A).
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A) NLSs preditos na sequéncia

MSSRALRRLQDDNALLESLLSNSNANKMTSGKSTAGNIQKRENIFSMMNN 50
VRDSDNSTDEGQMSEQDEEAAAAGERDTQSNGQPKRITLASKSSRRKKNK 100
KAKRKQKNHTAEAAKDKGSDDDDDDEEFDKIIQQFKKTDILKYGKTKNDD 150
TNEEGFFTASEPEEASSQPWKSFLSLESDPGFTKFPISCLRHSCKFFQND 200
FKKLDPHTEFKLLFDDISPESLEDIDSMTSTPVSPQQLKQIQRLKRLIRN 250
WGGKDHRLAPNGPGMHPQHLKFTKIRDDWIPTQRGELSMKLLSSDDLLDW 300
QLWERPLDWKDVIQNDVSQWQKFISFYKFEPLNSDLSKKSMMDFYLSVIV 350
HPDHEALINLISSKFPYHVPGLLQVALIFIRQGDRSNTNGLLQRALFVFD 400
RALKANIIFDSLNCQLPYIYFFNRQFYLAIFRYIQSLAQRGVIGTASEWT 450
KVLWSLSPLEDPLGCRYFLDHYFLLNNDYQYIIELSNSPLMNCYKQWNTL 500
GFSLAVVLSFLRINEMSSARNALLKAFKHHPLQLSELFKEKLLGDHALTK 550
DLSIDGHSAENLELKAYMARFPLLWNRNEEVTFLHDEMSSILQDYHRGNV 600
TIDSNDGQDHNNINNLQSPFFIAGIPINLLRFAILSEESSVMAAIPSFIW 650
SDNEVYEFDVLPPMPTSKESIEVVENIKTFINEKDLAVLQAERMQDEDLL 700
NQIRQISLQQYIHENEESNENEG 723
= |

B) Monopartido

Pos. | Sequéncia | Score

94 SRRKKNKKA 5

C) Bipartido

Pos. Sequéncia Score

5 ALRRLQDDNALLESLLSNSNANKMTSGK

75 | ERDTQSNGQPKRITLASKSSRRKKNKKAK

83 | QPKRITLASKSSRRKKNKK

82 | GQPKRITLASKSSRRKKNKKAK

82 | GQPKRITLASKSSRRKKNKKAKRKQKNHTAE
103 | KRKQKNHTAEAAKDKGSDDDDDDEEFDKII

112 | EAAKDKGSDDDDDDEEFDKIIQQFKKTDI

112 | EAAKDKGSDDDDDDEEFDKIIQQFKKTDILK
241 | IQRLKRLIRNWGGKDHRLAPNGPGMHPQHL

243 | RLKRLIRNWGGKDHRLAPNGPGMHPQHLKFTKI
246 | RLIRNWGGKDHRLAPNGPGMHPQHLKFTKIRDDW
520 | RNALLKAFKHHPLQLSELFKEKLLGDHALTKDLSID

w
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Fig. 14. Previsao de NLSs pela ferramenta cNLS Mapper. Os NLSs preditos do tipo monopartido
(painel B) e bipartido (painel C) estdo marcados em vermelho na sequéncia de entrada (painel A). Os
residuos passiveis de fosforilagado estdo destacados em azul (painel A).

4.7 A predigcao da estrutura secundaria de Rqc1p indica a presencga de regides
desordenadas no N-terminal e formagao de miltiplas a-hélices no dominio
TCF25

A estrutura secundaria das proteinas compreende o conjunto de estruturas
regulares que se formam a partir de ligagées de hidrogénio entre os residuos de
aminoacidos de uma estrutura primaria. As estruturas mais comuns formadas sao
a-hélices, folhas-f e voltas (BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2013).

A predicdo da estrutura secundaria realizada pelo NetSurfP-3.0 mostrou que
Rqc1p é composta por regides desordenadas, especialmente nas extremidades N- e

C-terminal. Além disso, a proteina apresenta a formagao de varias a-hélices e uma
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folha-B, concentradas principalmente na regidao que corresponde ao dominio TCF25
(residuos 328-663). A analise da RSA indicou que grande parte dos residuos
localizados na regidao N-terminal e proximos a extremidade C-terminal possuem
valores elevados de RSA (>0.25), indicando residuos que estdo expostos ao
solvente. Essas regibes coincidem com regibes preditas como altamente

desordenadas, sugerindo flexibilidade estrutural (Fig. 15).
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Fig. 15. Predicdo da estrutura secundaria e de caracteristicas estruturais de Rqc1p de S.
cerevisiae utilizando a ferramenta NetSurfP-3.0. A Fig. representa a estrutura secundaria podendo
ser a-hélice (laranja), folha-f (roxo) e coil (rosa), além de informagdes sobre acessibilidade relativa a
superficie sendo >0.25 para residuos expostos (vermelho) e <0.25 residuos enterrados (azul). As
regides desordenadas estdo representadas em cinza com a espessura da linha indicando a
probabilidade de desordem.

4.8 Modelos gerados in silico e validagao estrutural

Uma vez que ndo ha estrutura resolvida experimentalmente de Rqc1p ou
suas proteinas ortdlogas, utilizamos abordagens de modelagem molecular que n&o
dependem exclusivamente de homologia, como o I-TASSER e o ColabFold, uma
implementagao otimizada do AlphaFold. O ColabFold foi utilizado para predi¢cao
estrutural baseado em aprendizado de maquina, enquanto o I|-TASSER foi
empregado para modelagem baseada em threading e montagem de fragmentos. A
utilizacdo de abordagens independentes é importante, visto que minimiza as
limitacbes de cada método e aumenta a robustez da predi¢céo estrutural dos modelos
gerados.

Apos a escolha dos melhores modelos preditos para Rqc1p e suas versdes
truncadas, Rqc1p'™3? e Rqc1p®?®7%, realizamos a validagdo estrutural utilizando as

ferramentas disponibilizadas pela plataforma SAVES (tabela 7).

Tabela 7. Descricdo das métricas utilizadas para validagdo dos modelos gerados por
abordagens computacionais.

Regides no grafico de Ramachandran
Modelo Obtencdo ERRAT Verify3D
Mais Adicionalmente | Generosamente | Nao permitidas
favorecidas permitidas permitidas

Raqcip ColabFold 83.5% 13.2% 2.3% 1.1% 94.15 67.63%
I-TASSER 78.0% 16.7% 3.0% 2.3% 90.74 44.40%

Rqec1p'#7 ColabFold 69.4% 22.2% 6.1% 24% 83.59 16.82%
I-TASSER 87.9% 10.1% 1.3% 0.7% 92.16 76.15%

Rqc1p®%72 | ColabFold 89.6% 10.1% 0.3% 0.0% 96.23 75.51%
I-TASSER 52.2% 33.3% 10.4% 4.1% 77.40 53.54%

De modo geral, os modelos gerados pelo ColabFold obtiveram melhores
escores em todas as métricas analisadas, exceto para a modelagem de Rqc1p'®%'.
No entanto, ao inspecionar visualmente os modelos selecionados, observamos que
aqueles gerados pelo I|-TASSER eram altamente heterogéneos entre si e
apresentavam baixos valores de confianga (C-score), indicando baixa confiabilidade
nas predigdes obtidas (Apéndice Ill). Dessa forma, seguimos as préximas analises

utilizando os modelos gerados pelo ColabFold. Os modelos selecionados, assim



como as métricas obtidas

separadamente (Fig. 16).
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Fig. 16. Modelos gerados pelo ColabFold e graficos de ERRAT e Ramachandran. Os modelos
Rac1p (painel A), Rqc1p™®# (painel B) e Rqc1p®®72® (painel C) estdo coloridos de acordo com os
valores de pLDDT que indica confiabilidade da predi¢cdo da regido através de uma escala de 0 a 100,
sendo: pLDDT > 90, altissima confianga (azul escuro), 90 > pLDDT > 70, alta confianga (azul claro),
70 > pLDDT > 50, baixa confian¢ca (amarelo) e pLDDT < 50, baixissima confianga (laranja). Os
graficos de ERRAT estéo representados a direita inferior de cada painel destacando as regibes que
se encontram acima do intervalo de 95% (amarelo) e 99% (vermelho) de confianga de rejeigéo. Ja os
graficos de Ramachandran se encontram a esquerda de cada painel, onde os pontos pretos
representam cada residuo de aminoacido. As regides mais favorecidas (vermelho), adicionalmente
permitidas (amarelo), generosamente permitidas (amarelo claro) e ndo permitidas (branco) também
estao representadas nos graficos.

A anadlise das estruturas obtidas pelo ColabFold mostrou que, de acordo com
os valores de pLDDT, a regido N-terminal da proteina apresenta menor
confiabilidade, caracterizada pela auséncia de estruturas secundarias definidas (Fig.
16, painel A e B). Em contrapartida, a regido C-terminal, que contém o dominio
TCF25, apresentou regides modeladas com alta confiabilidade que possuiam
predominantemente a formacao de multiplas a-hélices (Fig. 16, painel A e C).

Em relagcdo as métricas utilizadas para validacao estrutural, foi observado que
dentre as estruturas modeladas, o modelo gerado para Rqc1p®?®7% foi o Unico que
nao apresentou nenhum residuo que ultrapassou o intervalo de 99% de confianca e
foi o que obteve o melhor valor de qualidade geral (Fig. 16, painel C). Além disso, ao
analisar os graficos de Ramachandran, vimos que as estruturas geradas para Rqc1p
e Rqc1p™?” possuiam residuos localizados em regides ndo permitidas e
generosamente permitidas, especialmente os residuos que estdo em regides
terminais da proteina (Fig. 16, painel A e B). Por outro lado, o modelo para
Rqc1p32®72® apresentou a maior porcentagem dos seus residuos em regides mais
favorecidas € nenhum em regides nao permitidas em comparagdo aos outros

modelos. Desta forma, utilizamos este modelo para analises posteriores.

4.9 Identificagao de residuos de Rqc1p que coevoluiram

Utilizando o software PFstats, realizamos analises de conservagao e
coevolugcao de residuos a partir do MSA de proteinas que pertencem a familia
TCF25.

Através da analise de conservacgao, identificamos trés residuos altamente
conservados em mais de 80% das 740 sequéncias analisadas: N423, D461 e P531,

com taxas de conservagéo de 83%, 95% e 81%, respectivamente (Fig. 17).
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Fig. 17. Residuos altamente conservados na familia TCF25. Os residuos N423, D461 e P531
estdo destacados no modelo Rqc1p?®723, A numeragdo dos residuos corresponde a proteina de S.
cerevisiae (codigo acesso Uniprot Q05468).

Através da analise de coevolugdo, identificamos 9 comunidades
decompostas da rede de correlacdo de residuos (Fig. 18). Uma comunidade é
definida como um conjunto de residuos que sao altamente correlacionados entre si,

mas com baixa correlagdo com os outros da rede (FONSECA-JUNIOR et al., 2018).
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Fig. 18. Decomposi¢gdo em comunidades da rede de correlagdo gerada para a familia TCF25. A
decomposicao resultou em 9 comunidades separadas por cores. O numero dos residuos estao de
acordo com a posigao no alinhamento global. A espessura das arestas indicam a pontuagao de
correlagao entre os residuos.

Dentre as comunidades identificadas, a comunidade 1 € a maior, composta
por 16 residuos correlacionados. Observamos que a maioria desses residuos é
conservada na mesma posicao, desde levedura até humano (Fig. 19, painel A). Além
disso, verificamos que os residuos da comunidade 1 estdo localizados préximos na
estrutura tridimensional de Rqc1p (Fig. 19, painel B), o que sugere que podem

desempenhar um papel funcional importante na proteina.
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A) B)

Ala Asp Leu Pro Glu Pro Pro GIn Arg Arg Val Ser Pro Arg Pro Arg

S. cerevisiae
H. sapiens
M. musculus
M. gallopavo
D. rerio

X. laevis

D. melanogaster
C.elegansu—l—l—.—l—l |—. |
D‘discoideum-_l_l_l |_|_. I |
A.thalianal |_|_|_._|_| | | | |

. aminoécido conservado D substitui¢do sinénima D substituicdo ndo sinénima E‘ gaps

Fig. 19. Representagao dos residuos da comunidade 1 decomposta da rede de correlagao
gerada para a familia TCF25. Painel A: residuos que estdo conservados entre as proteinas
homoélogas dos organismos modelo (azul) e os que sofreram substituigbes sindbnimas, mantendo a
classe do aminoacido (cinza). Painel B: Os residuos A395, D659, L661, P662, P663, Q374, R631,
R424, P458 E R394 da comunidade 1 conservados em S.cerevisiae estao destacados no modelo
modelo Rqc1p®?®723, A numeragdo dos residuos corresponde a proteina de S. cerevisiae (cédigo
acesso Uniprot Q05468).

4.10 Construgio dos plasmideos YCplac111+Rqc1p, YCplac111+Rqc1p'3% e
YCplac111+Rqc1p3273

Desta forma, para compreender o papel de Rqc1p na resposta ao estresse
celular induzido por choque térmico, foram construidos plasmideos contendo a
sequéncia completa do gene RQC17 (YCplac111+Rqc1p), bem como as sequéncias
do gene que codificam para a proteina truncada que contém a regido polibasica
(YCplac111+Rqc1p™®?) e o dominio TCF25 (YCplac111+Rqc1p®*®72). Também
foram construidos vetores intermediarios (YCplac111+terminador e
YCplac111+promotor+terminador), que foi utilizado ao final para clonar os insertos
correspondentes as regides codificantes (Fig. 20, painel A).

Os fragmentos foram obtidos através de PCRs utilizando como molde o DNA
gendmico de S. cerevisiae S288c juntamente com seus respectivos primers (Tabela
2). Os amplicons obtidos (Fig. 20, painel B) e o plasmideo YCplac111 foram
purificados e posteriormente digeridos com as enzimas de restricdo correspondentes
da seguinte forma: promotor (Hindlll e Pstl), terminador (Kpnl e EcoRI) e as regides

codificantes (Kpnl e Pstl).
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A)
regido polibasica dominio TCF25
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Fig. 20. Construgdo dos plasmideos. O modelo esquematico (painel A) representa a estrutura da
proteina gerada a partir da sequéncia do gene completo (Rqc1p) e das sequéncias que codificam
para as proteinas truncadas que contém a regido polibasica em vermelho (Rqc1p'™®¥) e o dominio
TCF25 em azul (Rqc1p®®72). A andlise da amplificagdo dos insertos por PCR foi através da
observacéo das bandas esperadas no gel de agarose 1%. O tamanho das bandas dos insertos
esperados e observados foram: promotor (1000 pb), terminador (488 pb), Rqc1p (2169 pb), Rqc1p'3?
(981 pb) e Rgc1p®%72 (1188 pb).

Os produtos obtidos apds a digestao foram purificados, sendo cada inserto
ligado ao vetor linearizado. Em seguida, os produtos de ligacao foram utilizados para
transformar E. coli RR1 competente. Apds a observagao das colbnias transformantes
em placas contendo meio LB suplementado com ampicilina, foi feita a extracdo do
DNA plasmidial (miniprep de colénia) o qual foi utilizado para a condug¢ao da analise
de restricdo. Os clones positivos foram selecionados e cultivados para a extragao do
DNA plasmidial, agora em maior concentragéo, para realizagdo de quatro digestdes
diagndsticas, para mapeamento do plasmideo e confirmagdo da clonagem. Em
todos os clones positivos selecionados foram observadas as bandas que
correspondem ao tamanho esperado para cada corte de enzimas utilizadas nas

digestdes diagndsticas (Fig. 21, painel D e Apéndice V).
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Rqc1p Rgc1pi®72 Rgc1p™™

Fig. 21. Mapa das construgoes e confirmacao da clonagem por digestdo diagnéstica. Os sitios
das enzimas de restricdo utilizadas para as digestdes diagndsticas estdo destacadas nos mapas das
construgbes de YCplac111+Rqclp (painel A), YCplac111+Rqc1p'** (painel C) e
YCplac111+Rqc1p®*®72® (painel B). A andlise das digestées diagnosticas das construgdes foi feita
através da observagdo das bandas esperadas em gel de agarose 1% (painel D). O tamanho das
bandas dos insertos esperados e observados foram: YCplac111+Rqc1p: Aflll (4742 pb, 3540 pb, 1265
pb e 213 pb*), BstBI (4986 pb, 4283 pb e 491 pb), Clal (5623 pb e 4137 pb); YCplac111+Rqc1p3®72%:
Hindlll (7225 pb e 1557 pb), Scal (3862 pb, 2725 pb, 1636 pb e 556 pb), Clal (4645 pb e 4137 pb) e
Pstl+Kpnl (7558 pb e 1224 pb) e YCplac111+Rqc1p'3?": Xbal +Ndel (7701 pb e 871 pb), Pstl+BamH]I
(7736 pb e 831 pb), Pstl+BstEll (4870 pb e 3702 pb) e Pstl+Kpnl (7558 pb e 1014 pb).

Apos a confirmagdo do sucesso da clonagem através das digestdes
diagndsticas (Fig. 21, painel D), foi realizado o sequenciamento Sanger de todas as

construgdes, conforme indicado em Materiais e Métodos (ltem 3.1.12).

4.11 A reintroducao de RQC17 em S. cerevisiae rgqc1A complementa o fenétipo
selvagem em choque térmico

Uma vez que Rqc1p se mostrou importante para a resposta ao choque
térmico (Figs. 9 e 10), realizamos novamente um ensaio de tolerancia celular para
verificar o crescimento de S. cerevisiae rqc1A complementada com RQCT
(rgc1A+Rqgc1p) e com as sequéncias codificantes para as duas variantes truncadas

(rqc1A+Rqc1p™?" e rgc1A+Rqc1p®®72). Para este ensaio, monitoramos o
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crescimento das células em placas contendo meio sintético solido desprovido de
leucina (SD-Leu), que é o marcador auxotréfico do plasmideo YCplac111, sob
choque térmico.

Observamos que as células rqc1A complementadas com RQC1 restauraram
o fenotipo selvagem, recuperando a tolerancia ao choque térmico (Fig. 22). Além
disso, observamos que ndo houve restauracdo do fendétipo em nenhum dos
transformantes contendo os plasmideos que codificam ou a porgédo da proteina que
contétm a regido polibasica (rqc1A+Rqc1p™?¥), ou o dominio TCF25
(rqc1A+Rqc1p®®72). Esta observagio sugere que as duas regides da proteina sdo
importantes para a manutencdo da viabilidade celular em condi¢bes de choque

térmico.

diluicdo

1 110F 13107 110~ 1:10*

rqc1A
rqc1ARqgc1p
rqc1ARqc1p 1327

rgc1ARqc1p 328723

38°C

Fig. 22. Tolerdncia ao choque térmico de S. cerevisiae WT, rqc1A, rqc1A+Rqc1p,
rqc1A+Rqc1p'*?e rqc1A+Rqc1p®®73, A determinagdo da tolerdncia ao choque térmico de S.
cerevisiae através da capacidade de crescimento SD-Leu sob choque térmico foi realizado conforme
descrito em Materiais e Métodos (ltem 3.1.3). As placas foram fotografadas apds 48h de incubacao a
382C. A Fig. é representativa de 4 replicatas bioldgicas.

4.12 Bibliotecas selecionadas, mapeamento, contagem de genes e analise de
componentes principais

Com o objetivo de investigar o impacto do choque térmico na expressao dos
genes associados a HSR e ao controle da sintese de proteinas pelo RQC,
analisamos dados publicos de sequenciamento de RNA de S. cerevisiae WT

tratadas nesta condicao.
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ApOs a curadoria e filtragem manual, quatro estudos foram selecionados para

as analises de expressao diferencial de genes (Tabela 8 e Apéndice VI).

Tabela 8. Descricdo dos dados de sequenciamento obtidos no SRA. Todos os estudos
selecionados possuem ao minimo 3 replicatas biolégicas e sequenciamento paired-end. Os critérios
para selegdo dos estudos estdo descritos em Materiais e Métodos (Item 3.3.1)

ID do projeto Plataforma de Profundidade Tamanho | Linhagem de | Temperatura de | Tempo de cultivo Artigo do
no SRA sequenciamento | das bibliotecas | das reads | S. cerevisiae cultivo em choque térmico estudo
PRJNA532914 llumina HiSeq 22,8 -31,5M 150 pb WT BY4741 | 30°C (controle) e 15 minutos Peffer, 2019
37°C (tratados)

PRJNA559331 llumina HiSeq 26,8 - 33,3M 101 pb WT BY4741 | 30°C (controle) e 20 e 120 minutos Nufio-Cabanes,
2000 39°C (tratados) 2020

PRJNA312727 llumina HiSeq 8,3-10,6M 101 pb WT CAY1015 | 25°C (controle) e 30 minutos Masser, 2020
2500 37°C (tratados)

PRJNA498270 llumina HiSeq 9,9-12,0M 50 pb WT YPH499 | 23°C (controle) e 120 minutos Poveda-Huertes,
2500 37°C (tratados) 2020

E importante ressaltar que foram selecionados transcriptomas de estudos
independentes que investigaram a resposta ao choque térmico em diferentes
linhagens de S. cerevisiae. Embora existam diferengas genéticas entre as linhagens,
todas sdo comumente utilizadas em estudos de estresse celular permitindo uma
analise comparativa, j4 que os dados foram processados utilizando os mesmos
parametros (Apéndice VII).

ApoOs a selegao dos estudos, as bibliotecas foram mapeadas no genoma de
referéncia e foi feita a contagem do numero de reads mapeadas. Os percentuais de
mapeamento das bibliotecas foram considerados satisfatorios em todos os estudos,
sendo em sua maioria acima de 80% (Apéndice VIII).

Para a visualizagdo dos padrdes de variacdo entre as condigdes
experimentais de cada estudo individualmente, foi realizada a Analise de
Componentes Principais (PCA). Os graficos de dispersdo mostram que em todos os
estudos analisados houve um agrupamento entre as amostras dentro da mesma
condicdo, o que indica consisténcia entre as condigcbes experimentais. Também
vimos que houve separagao entre as replicatas controles e tratadas em todos os

estudos, destacando a diferenca entre a auséncia e a presenca do choque térmico.
(Fig. 23).
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Fig. 23. Andlise de componentes principais (PCA). Graficos de dispersao representando os
resultados do PCA para cada estudo analisado. Cada ponto representa uma amostra de cada uma
das condigbes experimentais. Os componentes principais PC1 e PC2 explicaram para cada estudo,
respectivamente: 55,07% e 39,89% para PRJNA532914 (painel A); 51,14% e 20,66% para
PRJNA559331 (painel B), 62,98% e 24,57% para PRINA312727 (painel C) e 48.81% e 25,24% para
PRJNA498270 (painel D).

4.13 Analise da expressao diferencial de genes

Considerando que S. cerevisiae possui aproximadamente 6.000 genes,
observamos que a maioria daqueles que sao diferencialmente expressos (DEGs,
differentially expressed genes) apresentaram perfil de superexpressdo em todas as
condigdes de choque térmico analisadas (Fig. 24). Curiosamente, o tratamento das
células por 15 min em choque térmico teve o maior impacto na regulacdo da
expressdo génica, envolvendo 1.146 genes (538 sub-expressos e 608
superexpressos) (Fig. 24, painel A). Por outro lado, o cultivo das células sob choque
térmico por 120 min apresentou o0 menor impacto na regulagdo da expressao nos
dois estudos analisados nesta condicéo (Fig. 24, painel D e E). Nestes casos, o total
de DEGs foram de 470 (158 sub-expressos e 312 superexpressos) para o estudo em
que as células foram tratadas a 39°C (Fig. 24, painel D) e 311 (115 sub-expressos e
196 superexpressos) no estudo em que as células foram cultivadas a 37°C (Fig. 24,

painel E).
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Fig. 24. Genes diferencialmente expressos em choque térmico. Volcano plots representando os
genes diferencialmente expressos para cada estudo analisado. Os pontos representam os genes nao
diferencialmente expressos (cinza), genes sub-expressos (azul) e superexpressos (vermelho) de
acordo com o valor de log2FoldChange = |1]| e padj <0,05. Os estudos estao ordenados de acordo
com o tempo de cultivo em condigdo de choque térmico: PRINA532914, 15 minutos a 37°C (painel
A), PRINA559331, 20 minutos a 39°C (painel B), PRJNA312727, 30 minutos a 37°C (painel C),
PRJNAS559331, 120 minutos a 39°C (painel D) e PRINA498270, 120 minutos a 37°C (painel E).

Com o objetivo de investigar o impacto do choque térmico na expressao dos
genes associados a HSR e ao controle da sintese de proteinas pelo complexo RQC,
selecionamos ao total 31 genes envolvidos nestas vias. Além dos genes que

codificam para proteinas integrantes do RQC, também selecionamos genes
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integrantes da via que fazem parte da rede de interagdo para Rqcl1p obtida no
STRING (Fig. 25).

NPL4

Known Interactions Predicted Interactions Others
— from curated databases —_ gene neighborhood textrnining
e experimentally determined - gene fusions p— co-expression
— gene co-occurrence p— protein homology

Fig. 25. Rede de interagdo de Rqc1p obtida pelo STRING v.12. As proteinas que interagem com
Rqc1p estdo destacadas nos ndés e as conexdes indicam interagbes baseadas em diferentes fontes
de evidéncia como bancos de dados curados (azul claro), determinagdo experimental (roxo),
predicdes computacionais e coexpressao (preto).

Observamos que a maioria dos genes que codificam proteinas envolvidas na
resposta ao choque térmico (HSPs, do inglés heat shock proteins) estao
diferencialmente expressos em todos os estudos analisados (Fig. 26). Além disso,
como observado anteriormente, o tratamento prolongado por 120 min sob choque
térmico levou a redugdo da expressado desses genes (Fig. 26, painel D e E). Por
outro lado, entre os genes que codificam para as proteinas integrantes do RQC,
somente UFD1 foi diferencialmente expresso nas células expostas a 39°C por 20
min (Fig. 26. painel B).
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Fig. 26. Expressdao dos genes associados a resposta ao choque térmico e ao controle da
sintese de proteinas. As barras vermelhas representam os genes que sao diferencialmente
expressos de acordo com o valor de log2FoldChange = |1| e padj <0,05. Os estudos estdo ordenados
de acordo com o tempo de cultivo em condigdo de choque térmico: PRJNA532914, 15 minutos a
37°C (painel A), PRINA559331, 20 minutos a 39°C (painel B), PRINA312727, 30 minutos a 37°C
(painel C), PRINA559331, 120 minutos a 39°C (painel D) e PRJNA498270, 120 minutos a 37°C

(painel E).
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, realizamos a caracterizagao estrutural e funcional da proteina
Rqc1 de S. cerevisiae em resposta a estresses celulares. A caracterizagao estrutural
foi conduzida por meio de abordagens computacionais, incluindo analise de
conservagao e coevolugdo entre ortélogos, predicdo da estrutura secundaria e
modelagem molecular. Além disso, investigamos a influéncia do estresse traducional
e do choque térmico na viabilidade de mutantes de S. cerevisiae desprovidos de
genes envolvidos no controle de qualidade em sintese de proteinas, através de
ensaios de tolerancia celular. Também avaliamos o papel de Rqc1p na resposta ao
choque térmico por meio de ensaios de complementacdo génica total ou parcial,
utilizando versdes truncadas da proteina contendo apenas os dominios N-terminal
ou C-terminal. Por fim, analisamos a expressdo de genes relacionados a via do
complexo RQC, a partir de dados publicos de sequenciamento de RNA de linhagens
WT de S. cerevisiae cultivadas em choque térmico.

Situacdes de estresses ambientais promovem remodelamento do proteoma
para permitir que as células se adaptem as novas condi¢des; neste contexto,
ocorrem processos de re-enovelamento e degradagdo de proteinas defeituosas.
Desta maneira, o controle de qualidade em sintese de proteinas é fundamental para
a manutencéo da proteostase celular nesses cenarios (MUHLHOFER et al., 2019).
Para investigar o papel do complexo RQC na resposta a estresses, realizamos
ensaios fenotipicos de tolerancia celular em linhagens mutantes de S. cerevisiae
para genes que codificam proteinas do complexo RQC.

Inicialmente, investigamos a capacidade de crescimento de S. cerevisiae
desprovida dos genes RQC1 e LTN1 para avaliar a tolerancia ao estresse induzido
por higromicina B. A higromicina B € um antibidtico aminoglicosideo que atua
principalmente inibindo a translocagéo do tRNA entre os sitios do ribossomo durante
a fase de elongamento da tradugéo, ocasionando a parada da sintese de proteinas
(BOROVINSKAYA et al., 2008). Nossos resultados confirmam a elevada
sensibilidade de células /tn1A a esse antibidtico (BENGTSON; JOAZEIRO, 2010) e
adicionalmente mostram que a delecdo de RQC7 também reduz a viabilidade de S.
cerevisiae em sua presenca (Fig. 6).

Isso pode ser explicado ja que a poliubiquitinagdo ocorre sinergicamente com
a adicao da CAT tail por Rqc2p, o que facilita a exposi¢ao dos residuos de lisina que

serdo poliubiquitinados e podem permanecer enterrados no tunel de saida do
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ribossomo (KOSTOVA et al.,, 2017). No entanto, na auséncia de Ltn1p, os
polipeptideos que possuem CAT tail tendem a se agregar, ja que nao sao
direcionados para degradacado eficiente, o que pode levar ao sequestro de
chaperonas, induzindo estresse proteotéxico (CHOE et al., 2016; DEFENOUILLERE
et al., 2016; YONASHIRO et al., 2016). Além disso, sabe-se que Hsf1p é ativado
quando ocorre o comprometimento da funcdo do RQC, uma ativagao dependente de
Rqc2p, possivelmente mediada pela formagdo de agregados contendo CAT tail
(BRANDMAN et al., 2012).

A partir disso, considerando que uma das principais vias de sinalizacdo de
estresse é a HSR, mediada por Hsf1p, investigamos o efeito do choque térmico na
tolerancia celular em linhagens nocautes de S. cerevisiae para 0os genes que
codificam Rqc1p, Ltn1p e Rqc2p. Notavelmente, nossos resultados revelaram que a
reducao da resisténcia celular ao choque térmico somente ocorreu na auséncia de
RQC1 (Fig. 9). Curiosamente, esse fendtipo é revertido quando LTN71 é deletado
concomitantemente (Fig. 10).

Para investigar se o mesmo fenoétipo se repetia, utilizando agora um método
quantitativo, verificamos o crescimento celular de S. cerevisiae WT, rqc1A, ltn1A e
rqc1Altn1A e calculamos a velocidade especifica maxima de crescimento de todas
as linhagens (Fig. 11). Corroborando os dados anteriores, somente rqc1A
apresentou uma reducdo na velocidade especifica maxima de crescimento,
enquanto rqc1Altn1A manteve sua velocidade similar a WT e /tn1A (Fig. 11, painel
H).

Dessa forma, direcionamos nossos estudos para a proteina Rqc1p e, apesar
de os esforgos realizados nas ultimas décadas terem contribuido para descrever a
diversidade funcional de Rqc1p na célula, pouco se sabe sobre sua estrutura
tridimensional, ja que as tentativas experimentais de estabelecer a estrutura e
posicdo no complexo RQC associado ao ribossomo ndo foram bem sucedidas
(LYUMKIS et al., 2014; SHAO et al., 2015; TESINA et al., 2023). Com o objetivo de
fornecer insights sobre sua fungdo biologica e guiar experimentos futuros,
realizamos a caracterizagéo estrutural in silico de Rqc1p.

As proteinas ortdlogas de camundongo e humano foram inicialmente
previstas como fatores de transcricao que pertencem a familia bHLH (OLSSON et
al., 2002; CAIl et al, 2006). As proteinas bHLH contém um dominio

hélice-volta-hélice (HLH), geralmente precedido por um trecho de residuos basicos,
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que sao responsaveis pela dimerizagdo e ligacdo ao DNA, respectivamente. Além
disso, essas proteinas podem conter dominios adicionais que determinam sua
especificidade na regulagao transcricional (MURRE et al., 1994; MURRE, 2019). Os
fatores de transcricdo da familia bHLH estdo presentes em todos os eucariotos e
desempenham papéis essenciais na regulagédo de redes transcricionais associadas a
genes envolvidos na diferenciacéo e no desenvolvimento celular (ATCHLEY; FITCH,
1997).

De fato, o alinhamento multiplo de sequéncias revelou que as regides de
maior conservagdo entre os eucariotos compreendem a regido polibasica —
localizada préximo ao N-terminal — e um dominio pouco caracterizado, anotado
como TCF25, proximo ao C-terminal (Fig. 12). Ja a predigédo da estrutura secundaria
e a modelagem molecular mostrou que Rqclp € composta por regides
desordenadas em sua extremidade N-terminal e possui a formagdo de multiplas
a-hélices concentradas principalmente na regido correspondente ao dominio TCF25
(Fig.s 15 e 16).

Sabe-se que regides intrinsecamente desordenadas (IDR, intrinsically
disordered regions) sao comuns em fatores de transcrigédo e ja foram relatadas como
importantes para funcionalidade dentro da familia bHLH (TARCZEWSKA,;
GREB-MARKIEWICZ, 2019). Essas regidoes, geralmente também flexiveis, podem
conter sequéncias especificas que permitem multiplas interagbes com
co-reguladores da transcricdo, o que pode explicar a diversidade funcional descrita
na literatura para TCF25 (STEEN; LINDHOLM, 2008; ZENG et al., 2018).

Dessa forma, sabendo da prevaléncia de IDRs em fatores de transcricao
bHLH e considerando que os algoritmos de modelagem estrutural geralmente nao
modelam bem essas regides — ja que nao adotam uma unica conformacéao estavel
em solugéo e dependem do ambiente e das interagdes moleculares —, era esperado
que estas regides apresentassem baixa confiabilidade na predi¢cdo realizada pelo
I-TASSER e pelo ColabFold (Tabela 7). Isso também pode explicar o motivo dos
modelos que continham o N-terminal terem obtido baixos escores apos a analise da
estabilidade da conformacgdo de residuos e a presenga de residuos em regides
desfavoraveis e ndo permitidas no grafico de Ramachandran (Fig. 16, painel A e B).

Posteriormente, buscando compreender a relevancia funcional da
conservagao do dominio TCF25 entre os eucariotos, utilizamos o alinhamento

multiplo de 740 sequéncias de proteinas ortdlogas para analises de conservagao e
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decomposicado de redes de coevolugdo de residuos em comunidades. ldentificamos
uma comunidade de 16 residuos correlacionados que estdo conservados ha mesma
posi¢cado, desde leveduras a humanos, sugerindo que estes residuos possam
desempenhar um papel chave na funcdo bioldgica exercida pela proteina e sao
fortes candidatos para ensaios futuros de mutagdes sitio-dirigidas (Fig. 19).

Além disso, através do alinhamento estrutural do modelo Rqc1p®?®7'% com
estruturas de proteinas que foram resolvidas experimentalmente depositadas no
PDB100, observamos que o dominio TCF25 possui similaridade estrutural com
proteinas que contém motivos de repeticao tetratricopeptideo (TPR, tetratricopeptide
repeat) (Apéndice 1V). Os dominios TPRs sdo amplamente difundidos na natureza e
sao constituidos de motivos de 34 residuos de aminoacidos repetidos em que as
repeticoes se compactam dando origem a estruturas super-helicoidais que interagem
na formagao de complexos em varios processos celulares como transcrigao, controle
do ciclo celular e respostas ao estresse (ALLAN; RATAJCZAK, 2011; PEREZ-RIBA,;
ITZHAKI, 2019). Dessa forma, esses achados podem sugerir que o dominio TCF25
pode ser responsavel pela interacdo de Rqc1p com proteinas do complexo RQC ou
de proteinas ribossomais.

E importante pontuar que, recentemente, Abaeva e colaboradores
propuseram um modelo estrutural de interagdo de TCF25, Listerin (E3 ligase),
Ube2D1 (E2 conjugase) e moléculas de ubiquitina, utilizando o Alphafold3 (ABAEVA
et al., 2024, preprint). De acordo com o0 modelo, a regido mais estruturada de TCF25
de humano (175-665) interage com o dominio RING de Listerin e com uma
ubiquitina, orientando-a de modo que o residuo K48 é posicionado para atacar a
ligacao tioéster do conjugado formado pela E2 e outra ubiquitina. No entanto, esse
modelo n&o considerou a interagao do complexo RQC associado a subunidade 60S,
0 que pode influenciar na interacdo das proteinas e estudos estruturais futuros sao
necessarios para preencher essa lacuna.

Sabendo que as proteinas ortdlogas de mamiferos foram descritas como
fatores de transcricdo e que ha evidéncias de sua presenga no nucleo em células
humanas (STEEN; LINDHOLM, 2008), buscamos investigar a presenga de sinais de
localizacdo e sitios de modificacbes pos-traducionais na sequéncia de S. cerevisiae,
o organismo modelo deste trabalho. O transporte nucleocitoplasmatico compreende
atividades de importagdo e exportacao nuclear, mediadas por modificagcdes e

interagcdes entre os NLSs e NESs com proteinas especificas (LANGE et al., 2007).
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Observamos que todas as proteinas analisadas foram preditas como
presentes majoritariamente no citoplasma e as homodlogas de camundongo e
humano também apresentaram probabilidade de localizagdo parcialmente nuclear,
como esperado (Apéndice Il). No entanto, apesar de a probabilidade de localizagao
nuclear de Rqc1p néao ter alcangado o limiar, foi predita um NLS associada a regido
da sequéncia proxima ao N-terminal (Fig. 13, painel A e B). Para comparar os
resultados obtidos e aumentar a robustez das analises, utilizamos outra ferramenta
que prevé NLSs classicos da via importina a/p. Foi identificado um NLS do tipo
monopartido em Rqc1p, localizado no N-terminal dentro da regido polibasica, além
de varios NLSs bipartidos. De fato, os primeiros estudos de caracterizagcdo de
TCF25 de camundongo e humano, identificaram um NLS monopartido (KKKKKQK)
na posicao 127-133, semelhante ao NLS do antigeno T grande do virus simio 40
(SV40) (OLSSON et al., 2002; CAl et al., 2006; KALDERON et al., 1984).

Além disso, também buscamos mapear os sitios de fosforilacdo anotados
para Rqgc1p disponiveis no SGD e identificamos dois residuos de serina passiveis de
fosforilagdo localizados dentro dos NLSs bipartidos preditos (Fig. 14, painel A).
Sabendo que a fosforilagdo dentro ou ao redor de um NLS € comumente utilizada
para regular o transporte de uma proteina — ja que a fosforilagdo ao redor de NLS
dependente de importina a mimetiza o efeito inibitério de aminoacidos acidos
(HARREMAN et al., 2004) —, esses resultados sugerem que a translocagao pode ser
mediada por este tipo de regulagao.

Apos a observacao de que Rcp1p pode desempenhar um papel relevante na
resposta induzida por choque térmico, e considerando que sua diversidade funcional
possivelmente € mediada por seus dominios (como discutido anteriormente),
realizamos ensaios de complementacdo génica total ou parcial, utilizando RQC1
selvagem e as variantes truncadas da proteina contendo a regido polibasica
(rqc1A+Rqc1p’™3?") ou dominio TCF25 (rgc1A+Rqc1p®®72). Nossas analises
mostraram que a reinser¢cao do gene RQC17 em leveduras rqc1A restaurou o fenétipo
selvagem, recuperando a tolerancia ao choque térmico (Fig. 22). Por outro lado, o
fendtipo n&o foi revertido quando houve a reinsergdo dos genes codificantes das
sequéncias truncadas, indicando que ambos os dominios sao essenciais para
manutengao da funcéo bioldgica de Rcp1p na resposta ao choque térmico. A partir
disso, a realizacdo de ensaios de localizagdo subcelular utilizando leveduras

cultivadas em choque térmico se torna essencial para determinar se a resposta ao
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estresse esta relacionada a atuagdo de Rqc1p no nucleo ou no citoplasma. Dessa
forma, de acordo com a predigcado e identificacdo de NLSs presentes na porgao
N-terminal, é esperado que somente Rqc1p e Rqc1p'2?” sejam translocadas para o
nucleo.

Por ultimo, a partir dos fendtipos observados que indicam que RQCT
desempenha um papel importante na resposta ao choque térmico, buscamos
investigar se os genes associados a via do complexo RQC apresentam expressao
diferencial sob esta condicdo, através de analises de dados publicos de RNA-seq. E
importante ressaltar que as analises foram realizadas com estudos que utilizaram
linhagens WT para os ensaios experimentais, uma vez que ndo ha dados publicados
para linhagens rqc1A.

A analise de dados de RNA-seq de quatro estudos independentes revelou
que Os genes associados a resposta classica ao choque térmico estavam
diferencialmente expressos, indicando que a resposta foi capturada nos
experimentos. A maioria dos genes diferencialmente expressos apresentou perfil de
superexpressao, € 0 maior impacto ocorreu apés 15 minutos de tratamento em
choque térmico (Fig. 24, painel A). Ja o tratamento prolongado de 120 minutos levou
a uma redugdo na expressao de genes que codificam HSPs, indicando que a
resposta ao estresse diminui ao longo do tempo (Fig. 24, painel D e E).

Por outro lado, os genes que codificam proteinas integrantes do complexo
RQC, incluindo RQC1, nao apresentaram diferenca na expressao de acordo com os
filtros utilizados em nenhuma condigao, exceto UFD1 (Fig. 26, painel B). Uma
hipétese que pode explicar essa observagao € que a regulagdo dos componentes do
RQC pode ser independente da transcricdo, ocorrendo possivelmente por
mecanismos de modificacbes pods-traducionais. De fato, Barros e colaboradores
propuseram um mecanismo para regulagcdo positiva dos niveis de Rqcip em
leveduras na auséncia de Ltn1lp, onde Rqclp pode ser degradado
pos-traducionalmente por Ltn1p (BARROS et al., 2021).

Vale ressaltar que a auséncia de mudangas transcricionais na linhagem WT
nao exclui o papel de RQC1 no choque térmico, especialmente considerando que as
células rqc1A apresentam fendtipo de sensibilidade e esse fendtipo foi
complementado com a reinser¢ao do gene, como demonstramos neste trabalho. No
entanto, o desbalango génico na auséncia de RQC7T parece ser importante na

conducgao da resposta frente ao choque térmico. Dessa forma, faz-se interessante a
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obtengcdo de dados de sequenciamento de RNA das linhagens utilizadas neste
trabalho para inferéncia de informagbes mais precisas sobre o papel dos genes da
via do complexo RQC na regulacdo da expressdo génica associada ao choque

térmico.
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6 CONCLUSOES

Nossos achados, em conjunto aos dados disponiveis na literatura, indicam
que a proteina Rqc1 é conservada entre os eucariotos e que a regiao polibasica e o
dominio TCF25 podem ser determinantes para sua fung¢ao bioldgica no nucleo e no
citoplasma. Enquanto a regido polibasica faz parte do dominio bHLH, descrito por
realizar interagdo com acidos nucleicos, o dominio TCF25 apresenta estrutura
predominantemente a-helicoidal e possui similaridade estrutural com dominios TPR,
envolvidos em interagcao proteina-proteina. Além disso, nossos dados de predi¢gao de
localizagdo subcelular sugerem que a regido polibasica medeia a translocagao da
proteina Rqc1 para o nucleo, possivelmente para exercer sua fungcéo de fator de
transcricao.

A analise fenotipica de S. cerevisiae desprovida de proteinas do complexo
RQC revelou que Rqc1p tem um papel central na resposta ao estresse induzido por
choque térmico. A delegcdao de RQC1T resultou em maior sensibilidade ao choque
térmico e reducao na velocidade especifica maxima de crescimento em cultivo em
placa e em meio liquido, respectivamente. Notavelmente, a complementagcdo de
células desprovidas do gene RQC71 com vetor de expressao contendo o gene foi
capaz de restaurar o fenotipo selvagem.

Por fim, a analise de dados publicos de RNA-seq de S. cerevisiae WT sob
choque térmico ndo demonstrou diferencas significativas na expressao dos genes do
complexo RQC, incluindo RQC1. No entanto, a auséncia de mudangas
transcricionais na linhagem WT nao descarta a importancia de RQC1 na resposta ao
choque térmico, especialmente considerando que as células rqc1A apresentaram
fendtipo de sensibilidade e esse fendétipo foi revertido pela reinser¢ao do gene, como

demonstramos neste trabalho.
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8 APENDICES

Apéndice I. Alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas homélogas de
Rqgc1p. A porcentagem de identidade foi destacada em tons de azul e os cédigos de
acesso do UniProt sdo: Saccharomyces cerevisiae (Q05468), Homo sapiens
(Q9BQ70), Mus musculus (Q8R3L2), Gallus gallus (AOA8VOYO0J9), Danio rerio
(Q68EJ4), Xenopus laevis (A3KMT4), Drosophila melanogaster (Q9Y109),
Caenorhabditis elegans (P90919), Dictyostelium discoideum (Q8T2A4) e Arabidopsis
thaliana (O80734).
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S._cerevisiae/1-723
H._sapiens/1-676
M._musculus/1-676
G._gallus/1-661
D._rerio/1-650
X._laevis/1-675
D._melanogaster/1-702
C._elegans/1-647
D._discoideum/1-740
A._thaliana/1-627

N T
--ENEESNENEG - - - - - -
--EAPHEDDAEGEGEW-D
--EVPREDNPEGEGDW-D
--PVPGTPTRRQS - - - - -
--QWEDNQERDEE -EW-D
--PREDNPDEEADAEW-D
AQSTSSNDEEEGSSDY ID
--EEDDVDEEQELP- - - -
--DFSDEDENEN- - - - - -
--DAHHQPDNNG - - - - - -
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Apéndice Il. Previsao da localizagao subcelular de Rqc1p e suas proteinas homoélogas previstas pela ferramenta
DeepLoc-2.1. A tabela mostra as pontuagbes de previsdo de localizagdo das proteinas da familia TCF25. Os limiares de
probabilidade acima de 0.4761 indica provavel localizagdo citoplasmatica e acima de 0.5014 provavel localizacdo nuclear. As
células em verde destacam os resultados das previsdes e a intensidade da cor indica o nivel de certeza.

Espécie Citoplasma | Nucleo | Extracelular | Membrana | Mitocdndria | Plastidio Reticulo Lisossomo/ | Aparato | Peroxissomo
celular endoplasmatico Vacuolo de Golgi
S. cerevisiae 0.6625 0.4957 0.0353 0.0339 0.1014 0.0024 0.2229 0.1593 0.3561 0.0646
H. sapiens 0.6098 0.5215 0.0533 0.0843 0.2261 0.0034 0.2799 0.3314 0.3167 0.0246
M. musculus 0.6081 0.5295 0.0475 0.0832 0.2228 0.0036 0.2718 0.3437 0.3301 0.0205
G. gallus 0.6181 0.4832 0.0498 0.0772 0.1871 0.0021 0.3186 0.2865 0.2931 0.0318
D. rerio 0.6753 0.4831 0.0543 0.0699 0.1333 0.0025 0.3421 0.2377 0.3404 0.0115
X. laevis 0.6289 0.4754 0.0563 0.0875 0.1720 0.0037 0.3525 0.2603 0.3261 0.0207
D. 0.6951 0.4603 0.0554 0.0910 0.1113 0.0041 0.4268 0.1931 0.4460 0.0450
melanogaster

C. elegans 0.6065 0.4351 0.0541 0.0672 0.1082 0.0021 0.2025 0.0919 0.2377 0.0021
D.discoideum 0.6389 0.5258 0.0313 0.0556 0.1021 0.0022 0.1474 0.1774 0.1359 0.0045
A. thaliana 0.6304 0.5167 0.0351 0.0394 0.1703 0.0051 0.3049 0.1006 0.2630 0.0146
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Apéndice lll. Valores de C-score obtidos pela modelagem utilizando o
I-TASSER. O C-score indica confiabilidade e varia entre -5 a 2, sendo que valores
mais altos indicam maior confianga do modelo gerado.

Proteina Modelo C-score

1 -2.51

2 -2.03

Rqc1p 3 -2.39
4 -1.75

5 -4.59

1 -3.02

2 -2.40

Rqc1p™?7 3 -4.33

4 -4.23

5 -4.43

1 -2.53

2 -2.46

Rqc1p3? 7% 3 -2.38
4 -1.61

5 -4.49
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Apéndice IV. Resultados da busca por similaridade estrutural pelo FoldSeek. A tabela mostra a descricdo dos principais hits

obtidos pela busca por proteinas depositadas no PBD100 que possuem similaridade estrutural com o modelo gerado.

PDB Descricao Espécie Identidade de RMSD | E-Value | Score
sequéncia
6SWuU Crystal structure of the TPR domain of KLC1 in complex with an Mus musculus 11.9 11.31 1.64e-3 125
engineered high-affinity cargo peptide
3NF1 Crystal structure of the TPR domain of kinesin light chain 1 Homo sapiens 12 9.3 4.42e-3 122
8BUO Crystal structure of an 8 repeat consensus TPR superhelix with Construcgao sintética 15 4.31 6.19e-2 121
calcium
3CEQ The TPR domain of Human Kinesin Light Chain 2 (hKLC2) Homo sapiens 13.4 11.99 3.60e-3 120
3EDT Crystal structure of the mutated S328N hKLC2 TPR domain Homo sapiens 12.8 11.46 5.66e-3 117
3VTX Crystal structure of MamA protein Candidatus 10.3 5.88 6.19e-2 115
Magnetobacterium
bavaricum
50JF Crystal Structure of KLC2-TPR domain (fragment [A1-B6]) Mus musculus 12.8 10.51 8.21e-3 115
6EJN The KLC2 TPR domain bound to the JIP3 leucine zipper domain Mus musculus 11.5 10.68 1.14e-2 112
6FUZ Crystal structure of the TPR domain of KLC1 in complex with the Mus musculus 12.4 11.04 5.01e-3 112
C-terminal peptide of JIP1
6EOU O-GlcNAc transferase TPR domain with the intellectual disability Mus musculus 10.7 11.42 8.91e-3 112
associated mutation L254F
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Apéndice V. Confirmagao da clonagem por digestao diagnéstica. A analise das
digestbes diagnosticas das construgdes foi feita através da observacédo das bandas
esperadas em gel de agarose 1%. O tamanho das bandas dos insertos esperados e
observados foram: YCplac111+terminador: BstXl (3676 pb, 2389 pb e 526 pb), Bglll
(4596 pb e 1998 pb) e Bstell+Nsil (3742 pb e 2849 pb) e
Y Cplac111+promotor+terminador: EcoRI (6602 pb e 983 pb), Scal (3862 pb, 2725 pb
e 995 pb), Aflll (3832 pb, 3540 pb e 213 pb) e Pstl e Kpnl (7558 pb e 27 pb).
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Apéndice VI. Descrigao detalhada das bibliotecas dos estudos selecionados.
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ID do projeto ID das Nome da Temperatura de cultivo e tempo
no SRA bibliotecas biblioteca choque térmico
SRR8902390 control_1 30°C
SRR8902391 control_2 30°C
PRJINA532914 | SRR8902392 control_3 30°C
SRR8902402 15min_1 37°C 15'
SRR8902403 15min_2 37°C 15
SRR8902404 15min_3 37°C 15'
SRR9929263 control_1 30°C
SRR9929264 control_2 30°C
SRR9929273 control_3 30°C
SRR9929282 control_4 30°C
SRR9929265 20min_1 39°C 20'
PRINA559331 SRR9929271 20min_2 39°C 20
SRR9929274 20min_3 39°C 20'
SRR9929280 20min_4 39°C 20
SRR9929266 120min_1 39°C 120'
SRR9929272 120min_2 39°C 120'
SRR9929279 120min_3 39°C 120'
SRR9929281 120min_4 39°C 120'
SRR3180780 control_1 25°C
SRR3180781 control_2 25°C
PRJNA312727 SRR3180782 control_3 25°C
SRR9007023 30min_1 37°C 30'
SRR9007024 30min_2 37°C 30'
SRR9007025 30min_3 37°C 30'
SRR9993596 control_1 23°C
SRR9993588 control_2 23°C
SRR9993587 control_3 23°C
PRJINA498270 | SRR9993591 2h_1 37°C 2"
SRR9993590 2h_2 37°C 2"
SRR9993589 2h_3 37°C 2"




Apéndice VII. Genétipo das linhagens utilizadas nos estudos.
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Linhagem Genétipo Referéncia
BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 BRACHMANN
et al., 1998
CAY1015 MATa his3A1 leu2A0 ura340 GOWDA et al.,
2013
YPH499 | MATa, ade2-101, his3-A200, leu2-A1, ura3-52, trpl A63, lys2-801 | SIKORSKI AND
HIETER, 1989

Apéndice VIIl. Percentual de mapeamento das reads utilizando o programa
STAR.
ID do projeto Bibliotecas Reads de Reads de Reads nao
no SRA mapeamento mapeamento em mapeadas (%)
unico (%) multiplos loci (%)

SRR9929263 71.82 18.96 6.00
SRR9929264 80.57 8.78 9.21
SRR9929265 80.57 8.64 9.12
SRR9929266 77.50 11.77 7.78
SRR9929271 81.44 9.01 7.73

PRJINA559331 SRR9929272 76.82 8.05 12.62
SRR9929273 78.54 10.99 8.19
SRR9929274 76.65 8.40 12.86
SRR9929279 82.31 8.53 7.42
SRR9929280 78.65 9.93 9.64
SRR9929281 79.21 11.35 7.18
SRR9929282 75.45 12.49 9.99
SRR9007023 90.44 4.40 4.08
SRR3180782 89.54 4.28 5.49

PRJUNA312727 | SRR9007025 90.07 4.00 4.89
SRR3180781 90.04 453 4.71
SRR9007024 90.75 3.97 4.27
SRR3180780 88.79 4.54 6.02
SRR8902390 91.14 3.82 4.44
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SRR8902391 92.06 3.80 3.51
PRINA532914 | SRR8902392 91.66 3.85 3.83
SRR8902402 90.43 4.01 4.81
SRR8902403 90.84 4.16 4.27
SRR8902404 91.03 4.02 4.19
SRR9993587 91.67 4.52 3.06
SRR9993588 92.09 4.65 2.67
PRINA498270 | SRR9993589 91.20 4.15 3.22
SRR9993590 91.61 4.01 3.16
SRR9993591 91.19 4.63 3.1
SRR9993596 91.99 4.80 2.46

Apéndice XIX. Percentual de reads anotadas utilizando o FeatureCounts.

ID do projeto Bibliotecas Reads anotadas
no SRA FeatureCounts (%)

SRR9929263 66
SRR9929264 81.3
SRR9929265 77.8
SRR9929266 74.7
SRR9929271 77.3

PRJINA559331 SRR9929272 81.6
SRR9929273 78.2
SRR9929274 80
SRR9929279 78
SRR9929280 75
SRR9929281 74.3
SRR9929282 73
SRR9007023 93.5
SRR3180782 944

PRJNA312727 | SRR9007025 93.7
SRR3180781 93.9




SRR9007024 93.8
SRR3180780 93.7
SRR8902390 96
SRR8902391 96.1
PRJINA532914 | SRR8902392 96.1
SRR8902402 93.8
SRR8902403 93.5
SRR8902404 93.5
SRR9993587 90.4
SRR9993588 88.4
PRINA498270 | SRR9993589 89.5
SRR9993590 90
SRR9993591 88
SRR9993596 91
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	Fig. 6. Tolerância ao estresse traducional induzido por higromicina B de S. cerevisiae WT, rqc1Δ e ltn1Δ. A determinação da tolerância ao estresse traducional de S. cerevisiae através da capacidade de crescimento em meio YPD suplementado com higromicina B foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.3). As placas foram fotografadas após 48h de crescimento a 28ºC. A Fig. é representativa de 4 replicatas biológicas.  

	4.2 O impacto da higromicina B na velocidade específica máxima de crescimento é acentuado na ausência de LTN1  
	Fig. 7. Curva de crescimento celular de S. cerevisiae WT e ltn1Δ em diferentes concentrações de higromicina B. A determinação do crescimento celular de S. cerevisiae WT (painel A) e ltn1Δ (painel B) foi realizada através de medidas de Abs600 conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.4). Os dados são representativos de 3 replicatas biológicas.  
	Fig. 8. Velocidade específica máxima de crescimento celular de S. cerevisiae WT e ltn1Δ  em higromicina B. Os cálculos para determinação da μmáx/h na ausência (painel A) e na presença de higromicina B 50 μg/mL (painel B), 75 μg/mL (painel C) e 100 μg/mL (painel D) no intervalo de 2 a 6 horas e de 6 a 10 horas de crescimento foram realizados conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.5). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 (two-way ANOVA/Tukey). 

	4.3 A deleção de RQC1 compromete a viabilidade celular de S. cerevisiae sob choque térmico enquanto a deleção concomitante de LTN1 restaura o fenótipo selvagem 
	Fig. 9. Tolerância ao choque térmico de S. cerevisiae WT, rqc2Δ, ltn1Δ e rqc1Δ. A determinação da tolerância ao choque térmico de S. cerevisiae através da capacidade de crescimento em meio YPD sob choque térmico foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.3). As placas foram fotografadas após 44h de incubação à 28ªC e à 38ªC. A Fig. é representativa de 3 replicatas biológicas.  
	Fig. 10. Tolerância ao choque térmico de S. cerevisiae WT, rqc1Δ, ltn1Δ e rqc1Δltn1Δ. A determinação da tolerância ao choque térmico de S. cerevisiae através da capacidade de crescimento em meio YPD sob choque térmico foi realizado conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.3). As placas foram fotografadas após 44h de incubação à 28ªC e à 38ªC. A Fig. é representativa de 3 replicatas biológicas.  

	4.4 A deleção do gene RQC1 reduz a velocidade específica máxima de crescimento celular em choque térmico 
	Fig. 11. Curva de crescimento e velocidade específica máxima de crescimento celular de S. cerevisiae WT, rqc1Δ, ltn1Δ e rqc1Δltn1Δ em choque térmico. A determinação do crescimento celular em 28ºC (painel A) e 38ºC (painel B) foi realizada através de medidas de Abs600 conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.4). Os cálculos para determinação da velocidade específica máxima de crescimento celular de WT (painel C), rqc1Δ (painel D), ltn1Δ (painel E), rqc1Δltn1Δ (painel F) e a 28ºC (painel G) e 38ºC (painel H) foram realizados conforme descrito em Materiais e Métodos (Item 3.1.5). Os dados são representativos de 3 replicatas. Painéis C a F: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 vs. 28ºC (teste t de Student não-pareado). Painéis G e H: (one-way ANOVA/Tukey).  

	4.5 Rqc1p apresenta uma região polibásica N-terminal e um domínio C-terminal conservado em eucariotos 
	Fig. 12. Alinhamento múltiplo de sequências de proteínas homólogas de Rqc1p com enfoque nas regiões de maior conservação. Os resíduos de aminoácidos estão destacados de acordo com sua classe sendo eles os hidrofóbicos (azul), com carga positiva (vermelho), com carga negativa (magenta), polares (verde) e aromáticos (ciano). Painel A: Alinhamento da porção N-terminal destacando a região polibásica altamente conservada entre os eucariotos. Painel B: Alinhamento da porção C-terminal destacando o domínio TCF25. 

	4.6 A predição de NLSs e a presença de sítios de fosforilação sugerem que Rqc1p pode ser translocada para o núcleo 
	Fig. 13. Previsão da localização subcelular de Rqc1p de S. cerevisiae e sinais de classificação previstos pela ferramenta DeepLoc-2.1. A tabela mostra as pontuações de previsão de localização citoplasmática e nuclear e os sinais de classificação preditos (painel A). Os limiares de probabilidade acima de 0.4761 indica provável localização citoplasmática e acima de 0.5014 provável localização nuclear. As células em verde destacam os resultados das previsões e a intensidade da cor indica o nível de certeza. No gráfico, aminoácidos que possuem valores altos correspondem a regiões da sequência que contribuem para a previsão da localização subcelular e potencialmente estão relacionadas aos sinais de classificação (painel B). 
	Fig. 14. Previsão de NLSs pela ferramenta cNLS Mapper. Os NLSs preditos do tipo monopartido (painel B) e bipartido (painel C) estão marcados em vermelho na sequência de entrada (painel A). Os resíduos passíveis de fosforilação estão destacados em azul (painel A).  

	4.7 A predição da estrutura secundária de Rqc1p indica a presença de regiões desordenadas no N-terminal e formação de múltiplas α-hélices no domínio TCF25 
	Fig. 15. Predição da estrutura secundária e de características estruturais de Rqc1p de S. cerevisiae utilizando a ferramenta NetSurfP-3.0. A Fig. representa a estrutura secundária podendo ser α-hélice (laranja), folha-β (roxo) e coil (rosa), além de informações sobre acessibilidade relativa à superfície sendo >0.25 para resíduos expostos (vermelho) e <0.25 resíduos enterrados (azul). As regiões desordenadas estão representadas em cinza com a espessura da linha  indicando a probabilidade de desordem.  

	4.8 Modelos gerados in silico e validação estrutural 
	Tabela 7. Descrição das métricas utilizadas para validação dos modelos gerados por abordagens computacionais.  
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