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RESUMO

Analises de complementacao do mutante pso9-1, sensivel a psoralenos
mono- e bifuncionais fotoativados, UVassanm € nitrosoguanidina, com os
mutantes psol a pso8, confirmou que este contém uma nova mutacao pso. A
clonagem molecular a partir de um banco genémico de levedura sugeriu pso9-1
como alelo mutante do gene de checkpoint que responde a danos no DNA
MEC3. A nao-complementacdao de varios fendtipos de sensibilidade em
dipléides pso9-1/mec34 confirmou o alelismo dos dois mutantes. A
sensibilidade a calcofluor white e a cafeina nao foi aumentada nas linhagens
pso9-1 e mec34, em relacdo as suas respectivas selvagens, sugerindo que o
mutante pso9-1 nao porta uma mutacdo na regido promotora. O fenoétipo
mutante de mec34 foi levemente mais pronunciado para sensibilidade a 8-MOP
+ UVA e UVC, e para a supressao de mutacao para frente induzida por UVC,
sugerindo uma funcao residual para a proteina produzida por este alelo

mutante.
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ABSTRACT

Complementation analysis of a pso9-1 yeast mutant sensitive to
photoactivated mono- and bifunctional psoralens, UV-light 254nm, and
nitrosoguanidine, with psol to pso8 mutants, confirmed that it contains a novel
pso mutation. Molecular cloning from a yeast genomic library suggested pso9-1
to be a mutant allele of the DNA damage checkpoint control gene MEC3. Non-
complementation of several sensitivity phenotypes in pso9-1/mec34 diploids
verified allelism of both mutants. Sensitivity to calcofluor white and to caffeine
was not increased in mec34 and pso9-1 backgrounds, in relation to their
respective WTs, suggesting that pso9-1 does not carry a promoter mutation.
The mutant phenotype of mec34 was slightly more pronounced for sensitivity to
8-MOP+UVA and UVC and for supression of UVC-induced forward mutation
than that exhibited by the pso9-1 mutant, suggesting some residual function

for the protein produced by this mutant allele.
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INTRODUCAO

Uma vez descoberto que o DNA €é um componente quimico,
informacionalmente ativo de quase todos os materiais genéticos (a excecao do
RNA de virus e de virdides), assumiu-se que essa macromolécula deveria ser
muito estavel para manter o alto grau de fidelidade requerido para tal funcao.
E, certamente, foi surpreendente descobrir-se que a estrutura primaria do DNA
€ muito dinamica e alvo de constantes mudancas, como transposicoes génicas
e alteracoes na quimica e sequiiéncia dos nucleotideos. Muitas destas alteracoes
surgem em consequiéncia de erros introduzidos durante eventos celulares como
a replicacdo, recombinacdo e pela propria reparacao, ou resultantes da
instabilidade inerente as ligacoes quimicas presentes na molécula. Acrescenta-
se a isto a grande reatividade do DNA de células vivas a varios agentes
quimicos e fisicos, muitos dos quais presentes no ambiente, seja como
produtos do metabolismo, seja como decomposicao de outros organismos ou,
ainda, produzidos industrialmente.

Qualquer modificacao na estrutura molecular do DNA pode interferir no
seu metabolismo e funcao, incluindo replicacdo, transcricao e recombinacao,
tdo bem quanto outras funcodes celulares importantes, tais como regulacado do
ciclo celular e/ou divisao celular (para revisao, ver Friedberg et al., 1995)

A fim de garantir a integridade do genoma e a sobrevivéncia das células
através de sucessivas divisdes celulares, com o passar do tempo os seres vivos
desenvolveram mecanismos de protecdo e reparacao aos possiveis danos
causados a esta macromolécula.

Varios mecanismos de reparacao celular, envolvendo etapas

multienzimaticas, sao capazes de remover rapidamente diferentes tipos de
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lesoes produzidas no DNA de acordo com a natureza quimica do agente
genotoxico. Estas lesdes, se nao forem reparadas ou o forem de maneira
incorreta, podem trazer sérias consequéncias, resultando em infidelidade na
replicacdo, mutacoes, aumentando o risco de um individuo a sofrer varias
doencas degenerativas. Gerada pela infidelidade na reparacdo de lesdes no
DNA, a instabilidade genomica pode permitir alteracoes genéticas relevantes
para o desenvolvimento do cancer. Um grande progresso esta sendo alcancado
em todas as areas de reparacao, especialmente com células de mamiferos, e
leveduras continuam sendo um excelente paradigma para o estudo da
reparacao em humanos. Quase todas as vias de reparacao, e a maioria dos loci
individuais sao significativamente homologos desde leveduras até mamiferos.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € o microrganismo eucariotico mais
aplicavel e melhor estudado para o entendimento de diversas funcoes
biologicas. A sequéncia completa de seu genoma (Goffeau et al., 1996)
mostrou-se extremamente importante como referéncia para o sequienciamento
de genes humanos e de outros eucariotos superiores. E um organismo
unicelular, que apresenta um ciclo eucariético tipico, completo e bem definido.
A capacidade desta levedura de replicar-se tanto em estado diploide como em
estado haploide e a facilidade de obter-se mutantes faz deste organismo um
dos modelos eucarioticos melhor caracterizados geneticamente quanto a
resposta celular aos danos provocados no DNA. Métodos de alta eficiéncia de
transformacdo em levedura estao disponiveis ha mais de uma década,
possibilitando a clonagem de genes por complementacao genética. O eficiente
sistema de recombinacdo homologa presente nas leveduras permite que
sequéncias alteradas em genes clonados possam ser introduzidas novamente
no cromossomo, na regido homologa correspondente. Isto permite a rapida
identificacao de consequéncias fenotipicas de mutacdées em qualquer gene
clonado, técnica esta geralmente ndo disponivel para eucariotos superiores

(para revisao, ver Ausubel et al., 1995).
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O fato de muitos processos celulares serem fisiologicamente conservados
entre diferentes espécies de eucariotos, combinado as potentes ferramentas
genéticas e moleculares disponiveis para S. cerevisiae, tém feito desta levedura
um valioso sistema modelo, permitindo sua utilizacao para convenientemente

analisar e funcionalmente dissecar produtos de genes de outros eucariotos.
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1.1 VIAS DE REPARACAO DE DNA

O estudo dos mecanismos de reparacao de lesoes no DNA de leveduras
iniciou com o isolamento de uma série de mutantes sensiveis aos efeitos das
radiacoes UVC (radiacdo ultravioleta curta, 254nm) e ionizante, chamados
mutantes rad (Game e Cox, 1971; Game e Mortimer, 1974), ao
metilmetanosulfonato, mutantes mms (Prakash e Prakash, 1977), a fotoadicao
de psoralenos e ou furocomarinas, mutantes pso ( Henriques e Moustacchi,
1980) e as mostardas nitrogenadas, mutantes snm (Ruhland et al., 1981).
Adicionalmente, foram caracterizados mutantes que apresentaram uma
reducao na taxa de mutacoes induzidas pela radiacao UVC, os mutantes rev
(Lemontt, 1971) que podem também ser defectivos na recombinacdo meiotica
ou mitotica apos tratamento com radiacao UVC ou raios X (Rodarte-Ramon e
Mortimer, 1972). O grande numero de genes identificados e o isolamento de
outros mutantes sugeriram a presenca de multiplas vias para a reparacao de
lesdes induzidas por radiacoes. O estudo de alelismo entre simples mutantes
sensiveis as radiacoes, bem como das interacoes de epistasia e sinergismo
entre duplos e triplos mutantes estabeleceram trés grupos genéticos de
reparacao de lesoes (Game e Cox, 1971; 1972; Brendel e Haynes, 1973; Game e
Mortimer, 1974), os quais correspondem as trés principais respostas celulares
referentes aos danos no DNA: reparacao por excisao de nucleotideos, via RAD3,
também conhecida por NER (nucleotide excision repair), reparagao por
recombinacao, via RADS2 e reparacao pos-replicativa e/ou mutagénica, via
RADG6 (para revisao, ver Friedberg et al., 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998;
Prakash e Prakash, 2000; Game, 2000; Kupiec, 2000).

As interacoes epistaticas sao definidas de acordo com a resposta que as
linhagens mutantes apresentam em relacdo a um determinado agente. Dois
genes sao ditos epistaticos quando um duplo mutante nao apresentar

sensibilidade maior do que o mais sensivel dos simples mutantes. Isso indica
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que estes dois genes estdo envolvidos em etapas sequenciais de uma rota
bioquimica ou fazem parte de um complexo multimérico ou multiprotéico.
Entretanto, se o duplo mutante apresenta uma sensibilidade aumentada, os
dois genes pertencem a grupos epistaticos distintos e sao ditos sinergisticos,
indicando que pertencem a vias de reparacao que competem para o mesmo tipo
de lesao (Game e Cox, 1972; Brendel e Haynes, 1973; Friedberg et al.,, 1995;
Nicklokff e Hoekstra, 1998). Os grupos de epistasia dos genes envolvidos no
processo de reparacao sao mostrados na Tabela 1.

A complexidade dos processos de reparacao € evidente ndao somente pelo
grande numero de produtos génicos requeridos, como também pela freqiente
necessidade destes produtos associarem-se em complexos multienzimaticos e
as muitas interacoes, agora conhecidas, que ocorrem entre estas vias de
reparacao (Game, 2000), demonstradas pela presenca de alguns genes em mais

de um desses grupos (Friedberg et al., 1995; Henriques et al., 1997).
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Tabela 1. Grupos de epistasia dos genes de S. cerevisiae envolvidos em

reparacao de danos no DNA

Grupo RAD3 Grupo RADG6 Grupo RADS2
RADI RADS5 (REV2) (SNM2) RADS50
RAD2 RADG6 (UBC2) RADS51
RAD3 RADS8 RADS52
RAD4 RAD9 RADS53
RAD7 RADI15 RAD54
RAD10 RAD18 RADS55
RADI14 RADH (SRS2) RAD56
SSL1 REV1I RADS57
SSL2 (RAD25) REV3 (PSO1) RAD58
TFB1 CDC9 RAD59
RADI6 (PSO5) REVS5 PSO4 (PRP19)
RAD23 REV6 RAD24
CDC8 REV7 XRS2
CDC9 CDC7

MMS19 CDCS8

PSO2 (SNM1) MMS3

PSO3 PSO4 (PRP19)

Uvsi2 UMR-7

RAD26

CDC44

RFA1

POL30

Adaptado de Friedberg et al. (1995), Henriques et al. (1997) e Nickoloff e Hoekstra (1998). Os
genes entre parénteses sao alelos.

1.1.1 Reparacao por excisao de nucleotideos (NER)

A reparacao por excisdao de nucleotideos (NER) representa a mais
importante via de reparacdo unicamente adaptada para remover uma grande
variedade de lesdbes no DNA, particularmente aquelas que causam distorcoes
na dupla hélice do DNA (Guzder et al.,, 1995), como danos induzidos pela luz
UV, e pontes intra e intercadeias de DNA (Braithwaite et al., 1999; Prakash e
Prakash, 2000).
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Em humanos, um defeito em NER resulta em doencas como xeroderma
Pigmentosum (XP), sindrome de Cockayne (CS) e Tricodistrofia ou PIBIS.
Individuos XP sao extremamente sensiveis a luz UV e neles a incidéncia de
cancer de pele induzido pela luz solar é aproximadamente 2000 vezes maior do
que em individuos normais (Hoeijmakers, 1993; Wood, 1997; Prakash e
Prakash, 2000).

O NER compreende uma série de reacdoes enzimaticas necessarias para
remover lesdoes no DNA, iniciando por uma etapa de reconhecimento da lesao
onde diversas proteinas ligam-se ao DNA lesado, fazem duas incisoes na fita
simples (3' e 5' ao dano) e removem o fragmento de oligonucleotideos contendo
a lesao, cujo tamanho geralmente € fixo e independente da natureza do dano
(Prakash e Prakash, 2000). Posteriormente, a DNA polimerase, DNA ligase e
outras proteinas preenchem a lacuna deixada para regenerar uma fita de DNA
intacta (Friedberg et al.,, 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Braithwaite et al.,
1999). Este esquema basico, e bastante conservado evolutivamente, parece ser
o mesmo para E. coli, mamiferos e leveduras (Friedberg et al., 1995; Sweder,
1994; Wood, 1997; Braithwaite et al., 1999; Benhamou e Sarasin, 2000;
Prakash e Prakash, 2000).

Na levedura S. cerevisiae, fazem parte do NER varios genes que codificam
proteinas essenciais para o reconhecimento da lesao e incisao do DNA, tais
como os genes RADI1, RAD2, RAD3, RAD4, RAD10, RAD14, SSL1, SSL2/RAD?25,
TFB1, TFB2 e TFB3. Alteracoes em quaisquer desses genes levam a um
aumento na sensibilidade das células de levedura a acao de diversos agentes
mutagénicos, principalmente a radiacdo UVC. Além dessa, ha uma outra
classe de genes nao essenciais ao NER como RAD7, RAD16, RAD23, RAD24 e
MMS19. Mutacoes nestes genes apresentam sensibilidade moderada a UVC e a
outros agentes causadores de lesdoes ao DNA; os efeitos adversos sobre a
incisao de danos no DNA sao menores do que em mutantes de genes essenciais
(Bang et al., 1992; Sweder e Hanawalt, 1992; Friedberg et al., 1995; Prakash e
Prakash, 2000).
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O NER esta subdividido em duas vias, parcialmente sobrepostas, em que
uma seria especializada na reparacao de fitas transcritas de genes ativos
chamada de reparacao acoplada a transcricao (TCR), e a outra estaria
envolvida na reparacao global do genoma, um processo que opera sobre o DNA
de regides silenciosas, incluindo fitas nao transcritas de genes ativos
(Hoeijmakers, 1993; Selby e Sancar, 1993; Verhage et al, 1996; Laat et al.,
1999).

A velocidade de atuacao de NER em fitas transcritas de genes ativos é
maior do que em fitas nao transcritas. Este efeito é devido a reparacao
preferencial de regides transcricionalmente ativas de DNA (Friedberg et al.,
1995; Sancar et al.,, 1996). O fendmeno de TCR tem sido documentado em
Escherichia coli, leveduras e humanos (Sweder e Hanawalt, 1992; Mellon e
Hanawalt, 1989). Células originadas de pacientes com CS apresentam defeitos
na TCR (van Hoffen et al, 1993). A CS é uma doenca rara, autossomica,
caracterizada primariamente por defeitos neurologicos e crescimento retardado.
Os genes humanos CSA e CSB apresentam homologia com os genes de

leveduras RAD26 e RAD28 (Prakash e Prakash, 2000).

1.1.2 Reparacao pos-replicativa e/ou mutagénica

A via RADG6 é responsavel pela tolerancia celular a uma variedade de
lesdes que bloqueiam a replicacao de DNA (Xiao et al., 2000), e também pela
inducao de mutagénese em células de levedura (Lawrence, 1994).

O DNA lesado normalmente bloqueia a maquinaria de replicacao,
entretanto a replicacao da fita lesada pode ocorrer pela sintese translesdo, na
qual uma DNA polimerase especializada, presumidamente mais tolerante as
alteracoes na estrutura molde que as replicases normais, insere um
nucleotideo correto ou incorreto no lado oposto a base lesada e entao prolonga

a cadeia (Johnson et al.,, 1999b; Prakash et al., 2000; Lawrence et al., 2000). A
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parada da maquinaria de replicacao no sitio da lesao pode também resultar na
formacao de uma lacuna na nova fita sintetizada no lado oposto a lesdao. Esta
lacuna € sintetizada por meios recombinacionais ou nao recombinacionais que
utiliza o DNA duplex homoélogo nao lesado (Prakash et al., 2000).

Mutantes deste grupo em geral sdo sensiveis a radiacado UVC e ionizante
(para revisao, ver Henriques e Moustacchi, 1980; 1981; Moustacchi et al.,
1983; Averbeck et al, 1992; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Game, 2000),
apresentando uma reducao ou bloqueio na mutagénese induzida por diversos
agentes (Prakash, 1976; Lawrence, 1994; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Game,
2000). Alguns sao defectivos em reparacdo pos-replicativa de DNA,
presumidamente devido a um fracasso ou a uma falha para fechar as lacunas
no DNA fita simples no lado oposto a lesdo (Bailly et al.,, 1997; Nickoloff e
Hoekstra, 1998).

O grupo caracteriza-se pela sua complexidade, a qual resulta das
diferencas fenotipicas apresentadas pelos seus mutantes. Mutantes rad6
apresentam deficiéncia na reparacao poés-replicativa e acentuada diminuicao
da mutagénese apos tratamento com varios agentes que causam danos no DNA
(Prakash, 1974; 1981; Lawrence, 1982; Prakash et al., 1993), independente do
tipo de dano ou de locus da mutacao observada, com excecao da mutagénese
do DNA mitocondrial (Friedberg et al., 1995). Sao extremamente sensiveis a
radiacao UVC, raios y, agentes alquilantes, psoralenos fotoativados e a varios
agentes quimicos (Prakash et al, 1989; Koken et al., 1991; Nickoloff e
Hoekstra, 1998). Por outro lado, mutacdes rev e umr mostram sensibilidade
igual a das linhagens selvagens correspondentes (Lawrence et al., 1982). Além
disso, mutantes rev possuem diferentes graus de bloqueio na mutagénese
induzida, dependendo do alelo (para revisao, ver Prakash et al., 1993).

Xiao et al. (2000) sugerem que a via RADG6 € dividida em trés e nao em
duas sub-vias independentes como se acreditava anteriormente, representadas
pelos genes RADS, POL30 e REV3; as vias RADS e POL30 sao supostamente

livres de erros, enquanto a via REV3 é largamente mutagénica.

10
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O gene RADJ30 codifica uma nova DNA polimerase Pol n, homologa ao
gene DinB, UmuC de E. coli e REV1 de S. cerevisiae (Roush et al., 1998;
Johnson et al., 1999b). A Pol 7, distinta das Pols a, B, 3, € e y, catalisa a
sintese livre de erro sintetizando dimeros de timina com alta fidelidade
(Johnson et al., 1999b). In vitro, esta polimerase replica eficientemente apés o
bypass de TT CPD (anel ciclubutano entre timinas), inserindo uma adenina
oposta a cada timina, uma lesdao que normalmente bloqueia a DNA polimerase
(Johnson et al., 1999b; Kunz et al.,, 2000; Prakash et al.,, 2000). Mutacoes em
seu homologo em humanos hRAD30 foram encontradas em pacientes XP
(Johnson et al, 1999b; Masutani et al., 1999), cujas células apresentam
defeitos na atividade da Pol n (Masutani et al., 1999; Hubscher et al., 2000;
Game, 2000; Prakash et al., 2000).

Os genes REV constituem a bem definida via sintese translesdao que
replica o DNA, sintetizando lesdes, com baixa fidelidade (Lawrence e Hinkle,
1996). Os mutantes rev da via mutagénica foram inicialmente isolados por
apresentarem uma freqiiéncia extremamente reduzida em mutagénese
induzida apos tratamento com UVC (Lemontt, 1971; 1972). Os genes REVI,
REV3 e REV7 sao requeridos para a mutagénese induzida por radiacdo UVC,
enquanto RADS5, RAD30, POL30 e MMS2 fazem parte de uma via alternativa
livre de erro para a sintese de lesoes no DNA induzidas por UV (Johnson et al.,
1999a; Kunz et al., 2000).

Um grande numero de evidéncias aponta para a existéncia de uma via
livre de erro, pos-replicativa, distinta da mutagénica. A via mediada por
RAD5/REV2 € tida como livre de erro, pois uma delecao no gene RADS nao
interfere significativamente na mutagénese induzida por UV. Os genes RADS e
POL30 foram designados para duas vias de reparacao pos-replicativa distintas

baseados sobre a interacao sinérgica entre os mutantes rad5 e pol30-46 (Xiao

et al., 2000).
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1.1.3 Reparacao de DNA por recombinacao homaéloga

Existem muitas evidéncias de que a tolerancia aos danos no DNA,
associada aos mecanismos recombinacionais, € iniciada por quebras de
cadeias. Quebras de cadeias duplas ou double strand breaks (DSBs) sdo uma
importante forma de danos no DNA que, se mal reparadas, podem resultar em
delecoes mutagénicas, rearranjos ou translocacoes, (Parshad e Sanford, 2001)
e, se nao reparadas, podem levar a perdas de cromossomos e morte celular
(Friedberg et al.,, 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998). A reparacao de lesdoes na
simples fita de DNA de leveduras é realizada utilizando imediatamente a fita
complementar acessivel como modelo, mas isso nao €& possivel para DSBs
(Friedberg et al., 1995), que podem ser reparadas pela ligacdo direta para
prevenir perda de cromossomos e aumentar a sobrevivéncia celular, mas com
um custo mutagénico, se impreciso. Alternativamente, a reparacao de DSBs
pode ser realizada com alta fidelidade através de recombinacdo homoéloga
(Shinohara e Ogawa, 1998). Genes envolvidos em vias recombinacionais sao
conservados entre eucariotos superiores e inferiores. O mesmo é verdadeiro
para o mecanismo recombinacional (Friedberg et al.,, 1995). Células diploides
apresentam maior resisténcia aos efeitos das radiacoes ionizantes do que
células haploides, e células haploides em fase G2 do ciclo celular, durante a
replicacao do DNA, sao mais resistentes do que células em fase G1 (Nickoloff e
Hoekstra, 1998). Os genes de S. cerevisiae que participam do processo de
reparacao recombinacional sao colocados no grupo de epistasia liderado pelo
gene RADS52. Os alelos defectivos dos genes deste grupo conferem especial
sensibilidade a radiacao ionizante e a produtos quimicos que induzem quebras
de cadeia do DNA, mas nao sao sensiveis nem mostram alteracdo de
freqiéncias mutagénicas apods irradiacdo com UVC (Nickoloff e Hoekstra,
1998).

DSBs sao induzidas por uma variedade de agentes que danificam DNA,

incluindo radiacgoes ionizantes, quimicos radiomimeéticos, ou, indiretamente,
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pela remocao de agentes intercalantes como furocumarinas, mostardas
nitrogenadas e metilmetano sulfonato, ou ainda pela remocao de lesdes muito
proximas, mas em cadeias opostas (Magana-Schwencke et al., 1982; Game,
1993; Nickoloff e Hoekstra, 1998; Game, 2000).

Mutacoes nos genes desta via de reparacao (RADS2), quando em
homozigose, podem provocar deficiéncia em meiose, afetando a taxa de
producao e viabilidade dos esporos, e as freqiiéncias de recombinacdao mitotica
e meiotica, apos tratamento mutagénico (Henriques e Brendel, 1990; Nickoloff
e Hoekstra, 1998).

Na primeira etapa da meiose, as quebras de cadeias duplas sao
introduzidas em loci especificos no cromossomo e servem como sitios de
iniciacao da recombinacao (Friedberg et al., 1995; Nickoloff e Hoekstra, 1998).
Mutacoes nos genes deste grupo também afetam a troca do sinal de
acasalamento, que envolve o processamento de quebras duplas em alvos
definidos e a transferéncia da sequéncia de DNA do locus silencioso HML ou
HMR para o locus ativo MAT (Haber, 1992). Ha também outros genes cujos
produtos nao atuam diretamente na reparacao de quebras duplas, mas tém
uma funcao no processo recombinacional, como por exemplo, o CDCI,

envolvido no ciclo de divisao celular (Ramotar e Masson, 1996; Kupiec, 2000).

1.1.4 Reparacao de DNA por recombinacao nao-homologa ou ilegitima

Em leveduras, DSBs sao reparadas predominantemente por
recombinacao homologa, dependente do gene RADS52, enquanto em
vertebrados, a reparacao de DSBs se da principalmente por recombinacao nao-
homologa, dependente do gene KU. Estudos bioquimicos indicam que a
proteina KU liga-se a extremidade do DNA e facilita a re-juncao. O gene RADS52

de humanos, semelhante ao gene KU, codifica uma proteina que se liga
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diretamente as DSBs, protegendo-as da atividade de exonucleases e facilitando
as interacoes entre as extremidades (Van Dick et al., 1999).

A via de reparacao de DBSs por recombinacdao nao-homologa em
mamiferos inicia com a ligacdo das extremidades livres pela proteina quinase
dependente de DNA (DNA-PK) (Price et al., 1997). A DNA-PK é composta por
trés subunidades as proteinas Ku70 e Ku80 e uma subunidade catalitica de
465kDa (Braithwaite et al., 1999; Game, 2000). As proteinas Ku70 (70kDa) e
Ku80 (86kDa) formam um heterodimero que se liga fortemente as extremidades
livres do DNA e, subseqUientemente, ativam a subunidade catalitica da DNA-
PK. Esta reparacao pode também requerer endonucleases especificas tal como
o produto dos genes FEN-1 e XPF-ERCC1 (Braithwaite et al., 1999).

O componente KU serve como uma subunidades regulatoria da DNA-PK
(Smider e Chu, 1997), aumentando a precisdo da reparacao, possivelmente
protegendo as extremidades livres do ataque nucleolitico (Boulton e Jackson,
1996).

A levedura Saccharomyces utiliza a via de recombinacao nao-
homologa mais do que previamente suspeitava-se, mas somente para ligar
extremidades curtas complementares; leveduras nao sdao muito eficientes para
juntar extremidades incompativeis. Mamiferos usam outras micro-homologias
mais distantes da extremidade para produzir juncoes, mas esta atividade é
ineficiente em leveduras. Além disto, em leveduras nao ocorre a associacao
entre KU e a subunidade catalitica da proteina quinase, DNA-PKcs, enquanto
em mamiferos a recombinacdo nao-homoéloga é fortemente influenciada por
esta proteina (Haber, 2000).

Em células de leveduras, a recombinacdo nao-homoédloga também é
dependente dos genes MREI1, RAD50 e XRS2. As proteinas codificadas por
estes trés genes formam um complexo com DNA desenrolado e apresentam
atividade de nuclease (Haber, 2000).

Existe uma grande especulacao a respeito do papel das proteinas Sir em

recombinacao ilegitima. Estas proteinas estao envolvidas na remodelacdo da
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estrutura da cromatina; por isso a idéia de que as proteinas Sir recrutadas pela
proteina Ku formariam ao redor das extremidades quebradas uma estrutura
semelhante a de uma heterocromatina condensada, para retardar a

degradacao e facilitar a recombinac¢ao nao-homologa (Haber, 2000).
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1.2 AGENTES QUE LESIONAM A CELULA

1.2.1 Radiacao UV

A radiacdo UV é o primeiro e mais bem estudado agente capaz de
provocar danos e por consequéncia induzir a reparacdao de DNA. O espectro
da luz ultravioleta (UV) esta dividido em trés bandas: UVA (400-320nm),
UVB (320-290nm) e UVC (290-100nm). Embora a maior parte dos estudos
baseiem-se na radiacdo de comprimento de onda curto, que nao atinge
praticamente a face terrestre, outros alertam para o fato de que a radiacao de
maiores comprimentos de onda provocaria os mesmos danos, somente em
menor intensidade (Friedberg et al., 1995). Os danos gerados por radiacao UV

mais comumente estudados sao os dimeros de pirimidina e os fotoprodutos 6-4.

1.2.1.1 Dimeros de Pirimidina

A exposicao do DNA a radiacao de comprimento de onda curto (UVasanm ou
UVC) promove a ligacao covalente entre as bases pirimidicas adjacentes,
formando uma estrutura anelar de ciclobutano chamada dimero de pirimidina,
CPD, ou ainda, dipirimidina ciclobutano, resultante da saturacao de suas

duplas ligacoes C5=C6 (Figura 1).

Estes dimeros sao extremamente estaveis mesmo em pHs e temperaturas
extremas, inclusive apos hidroélise acida do DNA. Entretanto, a formacao de
dimeros durante irradiacdo de DNA € um processo reversivel que se mantém

em equilibrio.

E mais freqiente a formacao de dimeros de pirimidinas entre as timinas

do que entre as citosinas, sendo quase 70% T-T, 15%T-C e 3% C-C
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(Friedberg et al.,, 1995). CPDs provocam grandes distorcoes na hélice de DNA,
provocando uma parada obrigatoria na replicacao, devido a impossibilidade de
inserir bases para formar pontes de hidrogénio estaveis (Chan et al., 1985;

Friedberg et al., 1995).

1.2.1.2 Fotoprodutos 6-4 (Pirimidina-pirimidina)

Semelhante a formacado de dimeros de pirimidina, apds a exposicao a
UVC pode ocorrer uma ligacdo entre o C6 de uma timina e o C4 da timina
adjacente. A dupla ligacdo da pirimidina 5' abre-se e reage com o grupo
exociclico da pirimidina 3' (Friedberg et al., 1995), gerando maior distor¢cao na
estrutura do DNA (Taylor et al., 1988) (Figura 1). Sao lesoes alcali-labeis
(Lippke et al, 1981). Essa ligacdo ocorre mais freqliientemente entre as
citosinas (T-C, C-C) do que entre as timinas (T-T), porém nao entre C-T. A
metilacao da citosina na posicdo C-5 aparentemente inibe a formacdo de
fotoprodutos 6-4 (Friedberg et al., 1995).

LesOoes semelhantes a dimeros de pirimidina e fotoprodutos 6-4 podem
ser geradas por agentes quimicos como o UV mimético 4-NQO (6xido de 4-
nitroquinolina). O 4-NQO é considerado um agente quimico UV-mimético porque
produz lesdoes de bases que, da mesma forma que os CPDs e 6-4
fotoprodutos, sdo reparados pelo sistemas NER. E capaz de formar
lesdbes do tipo 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OH-dG), e de gerar uma

quantidade significativa de quebras no DNA (Friedberg et al., 1995).
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Anel ciclobutano Fotoproduto 6-4

Figura 1. Representacdo esquematica de um anel ciclobutano entre duas timinas na
mesma cadeia de DNA e um fotoproduto 6-4, produzido pela ligacao entre o C6 de

uma timina e o C4 da timina adjacente (Modificado de www.cpmcnet.columbia.edu).

1.2.2 Agentes alquilantes

Agentes alquilantes sdo compostos eletrofilicos capazes de interagir
covalentemente com centros nucleofilicos de moléculas organicas, como o DNA.
Podem ser mono ou bifuncionais. Os agentes monofuncionais possuem um
unico grupo reativo e, portanto, interagem covalentemente com um unico
centro nucleofilico no DNA. Sao exemplos destes compostos o

metilmetanosulfonato (MMS), etilmetanosulfonato (EMS), dimetilnitrosoamina, N-
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metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), e mostarda nitrogenada monofuncinal
(HN1).

Os agentes alquilantes bifuncionais apresentam dois grupos reativos, e
cada molécula é potencialmente capaz de reagir com dois sitios no DNA. Por
exemplo, mostarda nitrogenada bifuncional (HN2) e diepoxioctano (DEO).
Quando os dois sitios da reacao localizam-se na mesma cadeia de DNA, o
produto da reacdo chama-se ponte intracadeias; em cadeias opostas do DNA, o
produto da reacdo chama-se ponte intercadeia (Figura 2). Os efeitos gerados
por agentes que provocam pontes intercadeias sao significativos, ja que
impedem a separacao da dupla fita de DNA, bloqueando a replicacdo e a

transcricao.

Figura 2. Representacdo esquematica de uma ponte intercadeia formada por
mostarda nitrogenada, através dos N7 entre guaninas de fitas opostas de DNA

(Friedberg et al. 1991).
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1.2.3 Psoralenos/Furocumarinas

As furocumarinas, ou psoralenos sdao compostos aromaticos triciclicos
de origem natural como o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), ou sintética como o
3-carbetoxipsoraleno (3-CPs), formados a partir da condensacdo do nucleo
cumarinico (benzo-a-pirona ou 1,2-benzopirona) com o grupo furano (Averbeck

et al.,, 1992; Gasparro et al., 1998).

Os psoralenos intercalam-se entre os pares de bases do DNA de maneira
reversivel através de ligacoes quimicas de natureza fraca, como forcas de Van
der Waals e pontes de hidrogénio. Na presenca de luz UV de 365nm (UVA),
adicionam-se as bases pirimidicas, principalmente timinas, através de ligacoes
covalentes, formando adutos. Estas fotoadi¢coes podem ocorrer na forma de

mono ou biadicoes, dependendo da estrutura molecular da furocumarina.

Nas monoadicoes, a dupla ligacdo C5-C6 da base pirimidica liga-se a
dupla ligacdo C3-C4 do nucleo cumarinico (monoadicoes do tipo 3,4) ou a
dupla ligacao C4-C5 do grupo furano (monoadigoes do tipo 4°,5) (Figura 3). As
monoadicoes do tipo 3,4 sao incapazes de absorver novos fétons de
comprimento de onda superior a 320nm (Dall’Acqua et al., 1979), entretanto as
monoadicoes do tipo 4’-5’ podem absorver um féton adicional de 365nm e uma
segunda fotoadicdo pode ocorrer entre a dupla ligacado C3-C4 do anel
cumarinico e outra pirimidina localizada na cadeia oposta do DNA, conduzindo
a formacao de uma ponte entre as cadeias do DNA (melhor conhecidas como
Interstrand Cross Links, ICLs). Furocumarinas que possuem tanto o sitio C3-
C4 do anel cumarinico como o C4-CS do anel furano disponiveis e apresentam
uma conformacao planar podem formar tanto monoadi¢cées quanto biadicoes,
sendo denominadas bi-funcionais, como os agentes 8-MOP e TMP
(trimetoxipsoraleno). Por outro lado, moléculas angulares ou com algum
impedimento estérico num dos sitios fotorreativos poderao formar somente

monoadicoes. Exemplos desses agentes, denominados monofuncionais, sao
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o 3-CPs e a Angelicina (Averbeck, 1984; Averbeck et al., 1992; Friedberg et al.,
1995; Henriques et al., 1997).

Através dessas fotoadicoes, as furocumarinas podem causar diversos
efeitos genotoxicos ao DNA, resultando em letalidade, mutagénese e
recombinogénese, em procariotos e eucariotos (Parsons, 1980; Moustacchi,
1988; Averbeck et al., 1992).

Foi demonstrado, entretanto, que as furocumarinas fotoativadas,
especialmente o 3-CPs, podem também transferir energia para moléculas
aceptoras, originando agentes fotodinamicamente ativos. Desta forma, a
transferéncia de energia das moléculas de furocumarinas no estado excitado
triplete para o oxigénio molecular origina uma espécie excitada mais reativa, o
oxigénio singlet, que oxida os substratos com os quais cntra em contato

(Averbeck, 1989; Sage et al., 1989; Averbeck et al., 1992).
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Figura 3. Representacao esquematica da fotoadicdo de furocumarinas ao DNA.
Apods a intercalacao da molécula de psoraleno entre os pares de bases do DNA,
um foton de 365 nm é absorvido gerando uma monoadicdo. Monoadicoes do tipo
4’5’ permitem a absorcdo de um segundo féton de 365 nm e formacao de pontes
ligando pirimidinas adjacentes.
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1.3 OS MUTANTES PSO

Em 1980, Henriques e Moustacchi isolaram, a partir de uma populacao
de células mutagenizada com EMS, uma nova classe de mutantes de
Saccharomyces cerevisiae sensiveis a fotoadicao de psoralenos mono-
(3-CPs) e bi-funcionais (8-MOP): os mutantes pso.

A analise molecular desses genes e a caracterizacao fenotipica de seus
alelos mutantes tém progredido consideravelmente. Atualmente, dez genes
PSO estao caracterizados fenotipicamente; destes, seis genes codificam
proteinas que estado envolvidas na reparacao de lesoes no DNA geradas pela
fotoativacdo de psoralenos e por outros mutagenos. Dois genes nao estao
envolvidos diretamente na reparacdao de lesdoes de DNA: o gene PSO6 é
responsavel por elementos estruturais da membrana e o gene PSO7 envolvido
com o metabolismo respiratorio celular.

As caracteristicas dos genes PSO1 a PSO10 estao apresentadas na tabela
4 (para revisao, ver Henriques e Brendel, 1990; Henriques et al., 1997; Brendel
e Henriques, 2001).

O gene PSOI € alelo ao gene REV3 (Cassier e Moustacchi, 1988). O
produto do gene REV3 codifica uma proteina nao essencial de 173kDa, uma
DNA polimerase especifica de reparacao (Morrison et al.,, 1989) que, junto com
REV7, constitui a polimerase translesao zeta (pol ), uma proteina responsavel
pela sintese translesao (TLS) sujeita a erro, que faz o bypass de dimeros de
pirimidina (Nelson et al., 1996). A atividade da pol { é controlada pela pRevl,
entdo a perda da funcdo de um ou outro destes trés loci REV inibe a TLS
sujeita a erro, portanto a mutagénese induzida por UVC (Lawrence e Hinkle,
1996; Brendel e Henriques, 2001). O alelo mutante rev3 foi isolado por
Lemontt (1971), entre outros mutantes de levedura bloqueados em mutacao
induzida por UVC (Lemontt, 1971; Brendel e Henriques, 2001). O mutante
psol/rev3 € sensivel a uma série de agentes genotoxicos como radiacao

UVC, raios X, agentes alquilantes mono e bi-funcionais e psoralenos
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fotoativados (Moustacchi, 1988; Henriques e Brendel, 1990; Henriques et al.,
1997; Brendel e Henriques, 2001), sua freqiiéncia de mutacao reversa
espontanea e induzida é extremamente reduzida, apresentando um fendétipo
antimutador (Cassier et al., 1980; Henriques et al., 1997).

O gene PSO2 é alelo do gene SNM1 (Cassier e Moustacchi, 1988).
Estudos moleculares demonstraram que o gene PSO2/SNMI1 codifica uma
proteina nuclear nao essencial de 76kDa, com um dominio do tipo dedos de
zinco, caracteristico de proteinas ligantes ao DNA, que pode, contudo, nao ser
importante para sua funcdo em remover ICLs, desde que sua remocao
mutacional manteve a resisténcia da célula semelhante a selvagem para
sensibilidade a HN1 (Haase et al., 1989). O gene PSOZ2 é pobremente transcrito
(aproximadamente 0,3 transcritos/célula) (Richter et al., 1992), mas pode ser
induzido cerca de quatro vezes mais por mutagenos que produzam ICL,
incluindo UVC, mas nao por agentes alquilantes monofuncionais como MNNG
e por UV mimeético 4-NQO (Wolter et al.,, 1996). O mutante pso2-1 incisa perto
de sitios de DNA contendo ICL no locus transcricionalmente ativos MATa, mas
nao faz o mesmo no locus silencioso HMLa, sugerindo uma associacao de PSO2
com NER de genes transcricionalmente ativos (Meniel et al., 1995). Mutantes
pso2/snml sao capazes de incisar proximo as pontes intercadeias
fotoinduzidas, mas sao incapazes de reconstituir DNA de alto peso molecular,
indicando entdo um bloqueio na etapa pds-excisao no mecanismo de reparacao
de ICL no DNA, independente de sua natureza quimica (Magana-Schwencker et
al., 1982). Sao sensiveis aos agentes mutagénicos bi ou poli-funcionais, que
induzem a formacado de pontes intercadeias no DNA, como as mostardas
nitrogenadas e sulftiricas e psoralenos fotoativados (Henriques et al.,, 1997). A
sensibilidade de mutantes pso2/snml é independente do tipo de base
envolvida na formacédo de ICLs. Dependendo do mutageno usado, pode existir
uma grande diferenca na estabilidade de ICL, e a inducdo de mutagénese e
recombinacao mitética podem ser total ou parcialmente bloqueadas (Brendel e

Henriques, 2001).
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O mutante pso3-1 apresenta sensibilidade ao tratamento com psoralenos
mono e bi-funcionais, é levemente sensivel a radiacdo UVC, a mostardas
nitrogenadas mono e bi-funcionais e, embora nao afete a resisténcia a agentes
alquilantes e a radiacao gama, este mutante apresenta uma reducdo na
mutagénese induzida por tais agentes (Moustacchi et al., 1983; Henriques e
Brendel, 1990; Meira et al.,, 1994; Henriques et al., 1997). Também &
parcialmente defectivo na mutacao reversa induzida e mutacao para frente e é
defectivo em recombinacao mitética espontanea e induzida, especialmente em
conversao génica (Andrade et al., 1989). Estudos realizados através de
interacdo génica com os mutantes rad revelaram uma interacao epistatica do
mutante pso3-1 com rad3 e rad5 e pso2-1, pertencente ao grupo de epistasia
RADS.

A sensibilidade do mutante pso3-1 ao anion superoxido gerado pelo
paraquat, a H2O2, a cloreto de cadmio e ao formaldeido sugere que este gene
participe da reparacao de lesdes produzidas por estresse oxidativo (Henriques
et al.,, 1997; Brendel et al., 1998). Entretanto, Brendel et al. (1998), mostraram
que alguns fenotipos relacionados ao mutante pso3-1 eram atribuidos aos
baixos niveis de glutationa (GSH) na célula do mutante original e na linhagem
selvagem N123, da qual todos os mutantes pso, com excecao do pso4-1, foram
derivados. O gene GSHI codifica a enzima y-glutamil-cisteina sintetase, a qual
€ requerida no primeiro passo da biossintese de glutationa. Os fenoétipos de
resisténcia a MNNG, sensibilidade a cadmio e formaldeido, bem como a
instabilidade das mitocéndrias foram complementados quando o
mutante pso3-1 gshl-leaky foi transformado com gene GSH1. Entretanto, a
sensibilidade para UVC, a psoralenos fotoativados, a paraquat e a peroxido de
hidrogénio, e a reducao das taxas de mutagénese induzidas por UVC foram
mantidas (Brendel et al., 1998).

O mutante pso4-1, chamado originalmente de xs9, uma vez que foi
isolado através de sua moderada sensibilidade a raios X (Benaten e Beam,

1977), foi posteriormente renomeado para pso4-1 devido a sua alta
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sensibilidade ao psoraleno 8-MOP+UVA (Henriques et al.,, 1989). Esta mutacao
confere um fenotipo pleitropico em defeitos na reparacao (Henriques et al,
1997) e € um mutante termocondicional, sem viabilidade a 36°C (Brusky et al.,
2000). A clonagem molecular mostrou que o gene PSO4 € alelo ao gene PRP19
(Grey et al.,, 1996). Este gene essencial de levedura codifica uma proteina de
56,7 kDa associada ao spliceossoma (Cheng et al., 1993). A disrupcao deste
gene € letal em células haploides (Grey et al., 1996) e diploides heteroalélicas
pso4-1/pso4A, embora viaveis, demonstram retardo no crescimento (Grey et al.,
1996). Mutantes diploides homozigoticos sdo defectivos em esporulacao e
mostraram uma reducao acentuada em recombinacdo meidtica e mitoética
(Meira et al., 1992; Silva et al., 1995; Morais et al., 1996). A analise de
epistasia para sensibilidade a 8-MOP+UVA mostrou que o gene PSO4 encontra-
se também na via de reparacao recombinacional RADS2 (Henriques et al.,
1997). As funcoes da proteina Prpl9/Pso4 atuando no spliceossoma, o
envolvimento na reparacao de DNA sujeita a erros e suas atividades
recombinacionais indicam que esta proteina pode estar associada com pelo
menos dois complexos protéicos distintos na célula: um envolvendo o
processamento de pré-mRNA e outro na reparacao recombinacional (Revers et
al., 2002). Assim, a sensibilidade a mutagenos, as baixas taxas de
mutabilidade, recombinacao e esporulacao encontradas para o mutante pso4-1
e suas dipléides homozigoticas, podem ser resultado de uma auséncia ou falha
no processamento de determinados pré-mRNAs relacionados a tais funcoes
(Revers et al., 2002).

O gene PSOS5 mostrou-se alélico ao gene RADI6 (Paesi-Toresan et al,
1995) o qual tem funcdo na reparacdo do genoma global de leveduras,
reparando preferencialmente CPDs induzidas por UV em cadeias nao
transcritas de DNA (loci HMLa ou HMLa) em regioes silenciosas do DNA, e fitas
nao transcritas de DNA de genes ativos (Bang et al.,, 1992; Schild et al., 1992;
Verhage et al., 1994). O gene PSO5/RAD16 codifica uma proteina de 91,3 kDa

e contém dois possiveis dominios dedos—de-zinco e varias outras regioes tipicas
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de helicases que sao também encontradas em outras proteinas de leveduras
semelhantes a Snf2, Rad54 e Motl (Cassier e Moustacchi, 1981; Bang et al.,
1992; Schild et al.,, 1992). A proteina codificada por este gene pertence a
familia SNF2 de helicases. RADI16 forma um complexo com RAD7 chamado
NEF-4 e liga-se ao DNA de maneira ATP dependente (Reed et al., 1998; Guzder
et al.,, 1997; 1998; 1999; Prakash e Prakash, 2000). O mutante pso5-I
caracteriza-se por apresentar sensibilidade moderada a UVC, UV-mimético 4-
NQO, HN1 e HN2 (Querol et al., 1994), apresenta sensibilidade cruzada ao
psoraleno monofuncional 3-CPS+UVA e a outros agentes quimicos que
aumentam o estresse oxidativo da célula como H2O> e paraquat (Sage et al,
1989; Averbeck et al., 1992; Querol et al., 1994). Estudos de interacoes
protéicas utilizando o sistema diibrido mostraram que a proteina Pso5/Rad16
interage com a proteina Sgs1 envolvida em envelhecimento (Saffi et al.,, 2000;
2001). O produto do gene SGS1 em humanos corresponde a sindrome de
Werner, também conhecida como sindrome do envelhecimento precoce e
sindrome de Bloom, com fenotipo de predisposicdo ao cancer (Watt et al.,
1995).

O gene PSO6 ¢ alelo ao gene ERG3, o qual codifica a enzima esterol A-5
desaturase, que introduz a dupla ligacao C5=C6 durante a biossintese do
ergosterol (Schmidt et al.,, 1999). O ergosterol € o esterol mais abundante da
membrana (90%) de leveduras (Thompson, 1974), em contraste a outras
células eucarioticas que contém colesterol como principal esterol. A falta de
ergosterol leva a alteracoes na rigidez e permeabilidade das membranas, assim
como influencia a atividade de diversas proteinas ligadas a membrana, como
quitina-sintetases (Schmidt et al., 1999). Adicionalmente, ha evidéncias de que
o ergosterol sirva como um agente de extincao de oxigénio singlet, assim como
absorva as reacoes de peroxidacao de lipidios, gerada por radicais de oxigénio,
atuando na protecdo celular contra o estresse oxidativo (Schmidt et al., 1999;
Bocking et al., 2000). Uma alteracdao no padrdao normal de esterdis levaria a

uma diminuicdo da protecdo a agentes geradores de estresse oxidativo
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presentes no metabolismo respiratorio de fontes nao fermentaveis de carbono
(Schmidt et al.,, 1999). O mutante pso6-1 € deficiente na quantidade de
esterois na membrana celular, principalmente em ergosterol. Esta seria a
explicacado para a sensibilidade apresentada por este mutante frente a agentes
geradores de estresse oxidativo como paraquat, peroxido de hidrogénio 3-CPs +
UVA (Querol et al., 1994; Schmidt et al., 1999).

A clonagem e caracterizacdo molecular do gene PSO7 mostraram que este
gene € alelo do COXI1, o qual codifica uma proteina nuclear de 28kDa
associada a membrana interna mitocondrial, responsavel pela formacado do
complexo protéico da citocromo oxidase (CO), que catalisa o ultimo passo de
transferéncia de elétrons do citocromo c reduzido para oxigénio molecular, o
aceptor da cadeia transportadora de elétrons (Pungartnik et al., 1999). A
auséncia do grupo heme a/as, caracteristica dos mutantes pso7/coxl],
diminui a eficiéncia de neutralizacao de EROs (espécies reativas de oxigénio)
produzidas por 3CPs+UVA, assim como por outros tratamentos que geram
estresse oxidativo (Pungartnik et al, 1999). Devido a incapacidade da CO
captar os elétrons presentes na cadeia transportadora de elétrons, aumenta o
fluxo de elétrons disponivel para o ciclo redox de 4-NQO e outros compostos
quimicos, produzindo maior quantidade de espécies ativas de oxigénio e
consequentemente aumentando a sensibilidade da célula. Este mutante é
também sensivel ao agente quimico UV mimeético 4-NQO, mas mostrou
resisténcia semelhante a selvagem ao agente 8-MOP+UVA, bem como ao

tratamento com UV e HN2 (Pungartnik et al., 1999).
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Tabela 2. Propriedades das proteinas codificadas pelos genes PSO e

os fenotipos dos seus alelos mutantes®

Gene/Alelo  Proteina (kDa)/Funcao Fenotipo do mutante
173; polimerase sensivel a radiacao e a agentes
PSO1/REV3 translesdo (possivel) mutagénicos quimicos

baixa mutabilidade

PSO2/SNM1 72; desconhecida sensivel ao tratamento com todos os
agentes indutores de pontes

PSO3 Desconhecida reducao na mutabilidade induzida
e recombinacao; células nao atingem
a fase estacionaria de crescimento

PSO4/PRP19 56,7; proteina associada sensivel a agentes mutagénicos, nao
a spliceossoma recombina em mitose, baixa muta-
bilidade e defectivo em esporulacao

PSO5/RADI16 91,3; DNA helicase sensivel 4 UVC e lesoes oxidativas
PSO6/ERG3 43; ergosterol sensivel a danos oxidativos
desaturase

PSO7/COX11 28; associa-se ao complexo células sensiveis & 4-NQO
citocromo-oxidase

PSO8/RAD6 19,5; enzima conjugada sensivel a UVC e a varios agentes
a ubiquitina mutagénicos; mutagénese reduzida
PSO9 Desconhecida sensivel a varios agentes mutagénicos;

mutagénese reduzida;

PSOI10 Desconhecida sensivel a varios agentes mutagénicos;
mutagénese reduzida
bloqueado em esporulacao

aAdaptado de Henriques et al. (1997); Brendel e Henriques (2001).

O mutante pso8-1 foi fenotipicamente caracterizado pela

Sua

sensibilidade a 3-CPs e 8-MOP fotoativados, bem como a UVC, MNNG, 4-NQO e

a DEO. Também apresentou reducao na mutagénese induzida e um fenotipo

mutador espontaneo (Rolla et al., 2001). Ensaios de interacao génica alocaram
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o gene PSO8 no grupo epistatico RAD6, e sua recente clonagem revelou o
alelismo entre PSO8 e RAD6 (Rolla et al.,, 2002). O produto do gene RAD6 é
uma enzima ubiquitina-conjugante (Prakash 1974; Jentsch et al. 1987; Sung
et al., 1988; Hass et al., 1990) envolvida em reparacao de DNA, esporulacao,
recombinacao mitotica e meiodtica, inducdo de mutagénese espontanea e
induzida e na via de degradacdo de proteinas (regra da extremidade N-terminal)
(Morrison et al., 1988; Dohmen et al., 1991; Prakash et al.,, 1993; Lawrence,
1994; Friedberg et al., 19935), genes silenciosos (Bryk et al.,, 1997; Huang et al.,
1997; Singh et al., 1998) e transposicao Tyl (Picologlou et al., 1990; Liebman e
Newnam, 1993; Huang et al., 1999).

O mutante pso9-1 € o pso mais recententemente investigado.
Caracterizado por sua sensibilidade a 3-CPs e 8-MOP fotoativados e por
complementar a sensibilidade de todos os mutantes pso, descritos até entao,
esta mutacao foi considerada um novo alelo envolvido na reparacao do DNA.
Este mutante € sensivel a diversos agentes mutagénicos, incluindo UVC, 3-CPs
e 8-MOP fotoativados, e MNNG. Apresenta reducao na mutagénese induzida,
quando tratado com psoralenos fotoativados e UVC (Machado, 2000). Esta
mutacao nao afeta a esporulacao, e, quando submetido a agentes oxidativos
como H»2O> e paraquat, o mutante pso9-1 mostra resisténcia semelhante a
linhagem selvagem (Machado, 2000). Estas caracteristicas fenotipicas
justificam sua associacao ao grupo de reparacao dos mutantes pso, sendo
ainda necessaria a clonagem do gene PSO9 para fins de caracterizacao

molecular e da localizacao funcional da proteina codificada por este gene.
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OBJETIVOS

A clonagem e a caracterizagcao molecular dos genes PSO tém contribuido
para o esclarecimento dos varios mecanismos que envolvem etapas
multienzimaticas de reparacao celular de lesées no DNA, assim como os
mecanismos envolvidos na reparacao de lesdes induzidas por psoralenos
fotoativados. Com a finalidade de buscar novas informacoes que possam
auxiliar na melhor compreensao destes mecanismos, este trabalho teve por
objetivo principal isolar e caracterizar molecularmente o gene PSO9, na

levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Abstract — Complementation analysis of a pso9-/ yeast mutant sensitive to photoactivated
mono- and bifunctional psoralens, UV-light 254nm, and nitrosoguanidine, with psol to pso8
mutants, confirmed that it contains a novel pso mutation. Molecular cloning from a yeast
genomic library suggested pso9-1 to be a mutant allele of the DNA damage checkpoint control
gene MEC3. Non-complementation of several sensitivity phenotypes in pso9-1/mec3A diploids
verified allelism of both mutants. Sensitivity to calcofluor white and to caffeine was not
increased in mec3A and pso9-1 backgrounds, in relation to their respective WTs, suggesting that
pso9-1 does not carry a promoter mutation. The mutant phenotype of mec3A was slightly more
pronounced for sensitivity to 8-MOP+UVA and UVC and for supression of UVC-induced
forward mutation than that exhibited by the pso9-1 mutant, suggesting some residual function for

the protein produced by this mutant allele.

Key words yeast - psoralen sensitivity — MEC3 — DNA repair - checkpoint
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Introduction

The isolation of yeast mutants specifically sensitive to photoactivated mono- and bifunctional
psoralens, so called pso mutants, was initiated by Henriques and Moustacchi (1980) in order to
study possible genotoxic effects of these medically important furocoumarins applied in the
phototherapy of dermatological disorders like psoriasis and vitiligo [1]. Depending on their
molecular structure psoralens, when photoactivated by UVA (UV-light of 360 nm), may form
mono- and diadducts with the thymines in DNA [2, 3, 4, 5, 6]. The diadduct results from two
consecutive reactions of, e.g., 8-MOP and leads to DNA interstrand crosslinks (ICL). Psoralen
sensitive mutants, therefore, are putatively DNA repair-deficient. These very stable ICL may be
one of the most toxic types of DNA damage encountered by living cells, with one to two ICL per
chromosome, i.e. 20 ICL contained in 16 chromosomes of a haploid Saccharomyces cerevisiae,
being lethal [7]. Studies of pso mutants have contributed to our knowledge of the different
interactions of photoactivated psoralen damage in DNA with repair functions that, when
impaired or absent, may alter viability and mutagenic responses. These processes may have

relevance to cancer induction in higher eukaryotes.

Phenotypic, genetical and molecular analysis of the hitherto known eight pso mutants have
allowed their separation into 2 groups; those which seem directly involved in DNA repair and
those that encode metabolic functions that protect from the genotoxical action of photoactivated
psoralens. Whereas PSO! (allelic to REV3), PSO2 (allelic to SNM1), PSO3, PSO4 (allelic to
PRP19), PSOS5 (allelic to RAD16) and PSOS (allelic to RAD6) encode proteins with apparent
functions in error-free and error-prone repair [8] mutations in genes PSO6 (allelic to ERG3) and
PSO7 (allelic to COX11) alter the respective mutants’ sensitivities by interfering with protective

mechanisms [9] or by modulating the metabolism of certain mutagens [10], respectively.

Maintaining genome integrity is the main challenge for living cells. Therefore, to achieve this
ability cells have evolved surveillence mechanisms that monitor the structure of chromosomes
and coordinate DNA repair and cell-cycle progression, termed checkpoints. Such a mechanism

refers to the biochemical pathways which are activated in response to internal and external
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agressions, that are responsible for the induction of transcriptional programs, for the inhibition of

cell-cycle progression and for an increase in DNA repair [for reviews, see 11, 12, 13, 14].

To extend our understanding of the genetical and biochemical basis of DNA repair we have
identified and cloned a further pso mutant from the original stock of mutagenized yeast cells
[15]. In this report, we describe the phenotypical characteristics and the molecular cloning of a
novel pso mutant which complemented all hitherto described pso mutant strains (psol to psoS§).
We show that mutagen sensitivity of the mutant strain pso9-1 is due to a deficiency in an

important checkpoint protein, encoded by the yeast MEC3 gene.

Materials and methods

Strains, plasmids and media. The genetic constitution of the yeast strains used in this study is
given in table 1. The Escherichia coli strain TOP10 (Invitrogen) was employed for plasmid
manipulation and propagation. A yeast genomic library contained in the centromeric vector
pRS200 was used for molecular cloning of PSO9. pRS200 is a modification of pRS314 by
replacing Smal by BgllIl linkers [18]. DNA fragments of interest were subcloned into the
centromeric vector pRS314 [18]. Yeast media and bacterial genetic procedures were as
described by Burke et al. (2000) [19] and Sambrook et al. (1989) [20], respectively. Yeast was
routinely grown and stored on YPD. Auxotrophy markers were controlled on synthetic medium
- SynCo (1.7 g yeast nitrogen base w/o amino acids and w/o ammonium sulfate/L, 5 g
ammonium sulfate/L, 20 g glucose/L) supplemented with the appropriate amino acids and bases

(40 pg/mL).

Mutagen treatments. Stationary phase cells were washed in 0.9% NaCl and resuspended in the
same buffer to a titer of 10%mL. Treatment with the furocoumarins 8-methoxypsoralen (8-
MOP) and 3-carbethoxypsoralen (3-CPs) was as previously described [15]. Sensitivity to
UVasanm (UVC) was assayed by irradiating (Stratalinker, Stratagene) cells plated on solid
medium.  Cells were treated with nitro N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG
[SIGMA]) in exposure doses from 0 to 200 uM, for 18 h in a shaker at 30°C. For drop tests,
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stationary cultures were serially diluted in 1:10 steps and 5 pL aliquots were then spotted onto
SynCo medium and treated as above. When the mutants sensitivities needed to be compaired the
DRF (dose reduction factor) was applied. The DRF is calculated by dividing the exposure dose
of the WT by the exposure dose of the mutant, at the same level of survival, in our case 37%

which equals one lethal hit.

Mutation induction. Reversion was detected by measuring frequencies of Lys revertants (lysl =
LYS1) on SynCo -Arg-Lys media and forward mutation was measured with the canavanine
resistance assay (CAN1 - canl’) after induction with UVC, 3-CPs+UVA and 8-MOP+UVA.
Concentration of canavanine in SynCo -Arg-Lys medium was 40 mg/mL [21]. Mutant

frequencies were scored per surviving cells.

Molecular cloning. Yeast pso9-1 mutant strain JC003-8C was transformed with a yeast genomic
library contained in the centromeric pRS200 vector [18]. Transformants were selected in
synthetic medium lacking tryptophan (SynCo —Trp) and then screened for sensitivity to UVC (50
J/m* UVC dose) and afterwards to 8-MOP+UVA (0.5 kJ/m* UVA dose). In cases of wild-type-
like growth, transformants were subjected to a plasmid loss experiment and assayed for
concomitant loss of tryptophan prototrophy, UVC and 8-MOP+UVA resistance. The resistant
isolate had its plasmid extracted and transformed into E. coli for propagation. Sequencing was
performed using T3 and T7 primers (Amersham Biosciences) in an automated sequencer

(MegaBACE™ 1000 — Amersham Biosciences), according to the manufacturer’s instructions.

Results

Phenotype of pso9-1 mutant
Mutant pso9-1 can be phenotypically characterized as sensitive to photoactivated 3-CPs and 8-
MOP as well as to UVC and MMNG. It showed a sensitivity phenotype about three times

greater than wild-type, in all mutagen exposures (Figure 1). Sporulation in mutant pso9-1 is not
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affected (Table 2) and it was not sensitive to oxidative damage-inducing H,O, and paraquat
treatment (data not shown). Reverse mutation was significantly lower than in wild-type after
photoactivated 3-CPs, 8-MOP and UVC treatments, but not as much restricted as forward

mutation in CAN locus for the same mutagens (Figure 2).

Molecular cloning of PSO9

The original pso9-1 mutant N12335.1y was crossed to MKPo in order to introduce appropriate
markers for molecular cloning and also a functional GSHI gene to the new haploids, thereby
replacing the gsh/-L mutant allele of N123 that leads to a strongly reduced glutathione pool in
that strain and its derivatives [22] which in turn might alter mutagen sensitivity phenotypes, e.g.,
to MNNG [22, 23]. The new pso9-1 haploid isolated, called RMH3001-1C, was used to verify
the pso9-1 phenotypic characterization but it unfortunately had a very poor transformability.
This strain was therefore crossed to W303 and after two backcrosses one WT (JC003-8D) and a
pso9-1 mutant (JC003-8C) were selected.

Molecular cloning of PSO9 gene was achieved by complementing UVC and photoactivated 8-
MOP sensitivities of the pso9-1 mutant strain JC003-8C, harboring a single copy vector pRS200-
based yeast genomic DNA library. Analysis of 9,120 transformants yielded one isolate showing
WT resistance to both mutagens. Complementation of UVC and photoactivated 8-MOP
sensitivities were plasmid-linked, since the strains which had lost the plasmid were sensitive to
the aforementioned agents and once more resistant when the plasmid was re-transformed into
them. The complementing plasmid, pJC9, was isolated from yeast and sequence analysis
revealed a 8,611 bp DNA fragment from the left arm of chromosome XII, containing two
unknown ORFs (YLR287c and YLR290c), and the known genes RPS304, MEC3 and GUF1.
Analysis of mutant phenotypes and physiological functions indicated MEC3 as the most likely
candidate for complementation of the putative yeast DNA repair mutant pso9-1. This
assumption was confirmed by two types of experiments: (1) subcloning of the 8,611 bp
complementing fragment followed by re-transformation into pso9-1 and (2) crosses of pso9-1 to
already established mec3 mutants. Therefore, a 2,461 bp PstI-SnaBI DNA fragment (Figure 3)
containing the MEC3 gene was subcloned into pRS314, originating pJC91. This plasmid was
able to complement UVC and photoactivated 8-MOP sensitivities of pso9-1 (Figure 4), revealing
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that the MEC3 gene alone is sufficient to restore the wild-type-like phenotype, indicating that
PSOY might be allelic to MEC3. Final evidence for the allelism of the cloned ORF with PSO9
was obtained by demonstrating that the mec3A allele was unable to complement any known
phenotype of the pso9-1 mutant in a heteroallelic diploid (Figure 5), which had been constructed
by crossing pso9-1 with a haploid mec3A of opposite mating type. Since the heterozygous
diploid PSO9/mec3A displayed the wild-type phenotype of PSO9/MEC3 and a mec3A allele was
unable to complement the pso9-1 mutant phenotype, we have good evidence that both genes are

allelic.

Discussion

Photochemotherapy employing 8-methoxypsoralen and long wave ultraviolet radiation (PUVA)
is widely used in the treatment of skin disorders. Unfortunately, the efficacy of PUVA is linked
to the formation of DNA photoadducts in the target cells. The screening of a mutagenized yeast
culture for photoactivated psoralen sensitivity by Henriques and Moustacchi (1980) [15] yielded
mutants with impaired functions related to this kind of damage, all of them lacking a protein with
direct or indirect funtion in DNA repair or protection from DNA damage [8]. Of the nine pso
mutants characterized so far, seven are thought to be directly involved in DNA repair or nucleic
acid processing, while two, PSO6 and PSO7, are responsible for structural elements of the

membrane and for a functional respiratory chain, respectively [8].

Molecular cloning of a plasmid-contained yeast DNA fragment from chromosome XII and
genetical complementation tests showed that mutant pso9-1, originally isolated for its sensitivity
to photoactivated mono- and bi-functional psoralens 3-CPs and 8-MOP, is yet another mutant
allele of the MEC3 gene. In a single copy vector a ~8.6 kb passenger DNA complemented
perfectly the UVC and the 8-MOP+UVA sensitivity of pso9-1. Subcloning of a 2,461 bp PstI-
SnaBI DNA fragment from that passenger, containing the MEC3 gene, did not change the
smaller plasmid’s ability to fully complement the UVC and 8-MOP+UVA sensitivity phenotype

of pso9-1 mutant (Figure 4). Non-complementation of the heterolallelic diploid derived from
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cross between pso9-1 and mec3A, both recessive mutant alleles, unequivocally showed both

mutants to contain alleles of the same locus (Figure 5).

In this work, we were able to show that the PSO9/MEC3 allelism includes DNA damage
checkpoint to the Psop functions. MEC3 is required for the DNA damage checkpoint response
in mitosis and is probably also required for the meiotic recombination checkpoint [24, 25, 26].
Mec3p exist in a complex with Rad17p and Ddclp [27] and is required for both localization [28]
and phosphorylation of Ddclp [29]. The Ddc1/Mec3/Rad17 complex shares sequence similarity
with PCNA, the DNA polymerase processive factor, suggesting that this factor acts by sensing
DNA damage directly [30]. The mec3 mutants have already been known to be sensitive to UVC,
methyl methanesulfonate and hydroxyurea [31], and also seem to reduce induced mutability after
UVC irradiation, in a radIA background [32]. These phenotypes combine with the pso9-1
phenotypic characterization shown in our work, and have been extended for for sensitivities to

photoactivated mono- and bifunctional psoralens (Figures 1 and 2).

Although pso9-1 sequencing is in progress, we may already have some clues about the remainder
of Pso9-1p. It had been reported that mec3 with mutations in the promoter region are
hypersensitive to calcofluor white and caffeine [33]. We have submitted pso9-7 to these agents
and its viability was not affected compared to the WT (data not shown), thus indicating that the
pso9-1 mutation is not localized in the promoter region but most likely in the codifying region.
We could also observe that pso9-1 mutant was less sensitive to UVC and 8-MOP+UVA than
mec3A (Figures 4 and 6). Considering UVC treatment, the dose reduction factor (DRF) for pso9-
1 was 2.3 and for mec3A was 2.0 at 37% survival. After 8-MOP+UVA, DRF numbers were 1.7
and 1.6, respectively. These results suggest that pso9-1 might be a leaky mutant allele and that
Pso9-1p is not totally hindered to be part of a partially functional Ddclp/Mec3p/Radl7p
complex [27], since it presents some residual function which may be positively contribuiting to
DNA damage repair. Comparsion of forward induced mutagenesis of both mutants was not
conclusive since mec3A and its isogenic EUROSCARF wild-type showed the same level of
CANI1 - canl' reversion (Figure 7). The EUROSCARF wild-type background probably carries
some deficiency in this process, since this fact has also been observed by other research groups

(M. Strauss, personal communication). We can suggest that mec3A mutability phenotype might
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be being disguised by its background, thus not revealing the actual consequence of a mec3
deletion in mutagenic pathways. However, it should be noted that the mutant frequencies of
mec3A were even lower than that of pso9-1 in the canavanine resistance forward mutation assay
(Figure 7). Further experiments employing mec3A in a different background as well analysis of

reverse mutation will allow us to clarify this point.

In summary, PSOY9/MEC3 is crucial for sensoring DNA lesions generated by photoinduced
psoralens and by other mutagens, allowing an optimal repair by delaying the progression of cell
cycle. Future investigation of the pso9-1 mutation will contribute to elucidate the connections
between checkpoint pathways and DNA repair and their physiological effects on eukaryotic

cells.

Acknowledgements We thank L. Driller for kindly providing us the yeast genomic library used
in this work, and D. P. Potrich for sequencing the complementing plasmid. We also
acknowledge the helpful scientific discussions of M. Grey. This work was supported by CNPq
and Genotox. J.M.C. held a CAPES fellowship in a master’s degree program.

41



References

[1] T. Horio, Indications and action mechanisms of phototherapy, J. Dermatol. Sci. 23 (Suppl. 1)
(2000) S17-S21.

[2] F. Dall’Acqua, S. Marciani, D. Vevaldi, G. Rodighiero, Skin photosensitization and
crosslinking formation in native DNA by furocoumarins, Z. Naturforsch. 290b (1974) 635—-636.

[3] G.D. Cimino, H.B. Gamper, S.T. Isaacs, J.E. Hearst, Psoralens as photoactive probes of
nucleic acid structure and function: organic chemistry, photochemistry, and biochemistry, Annu.

Rev. Biochem. 54 (1985) 1151-1193.

[4] D. Averbeck, M. Dardalhon, N. Magafa-Schwencke, L.B. Meira, V. Meniel, New aspects of
the repair and genotoxicity of psoralen photoinduced lesions in DNA, J. Photochem. Photobiol.,

B: Biol. 14 (1992) 47-63.

[5] M.L.G. Dronkert, R. Kanaan, Repair of DNA interstrand cross-links, Mutat. Res. 486 (2001)
217-247.

[6] R.B. Greenberg, M. Alberti, J.E. Hearst, M.A. Chua, W.A. Safran, Recombinational and
mutagenic repair of psoralen interstrand crosslinks in Saccharomyces cerevisiae, J. Biol. Chem.

276 (2001) 31551-31560.

[7] M. Bankmann, M. Brendel, Molecular dosimetry of 8-MOP + UVA - induced DNA
photoadducts in Saccharomyces cerevisiae: correlation of lesion number with genotoxic

potential, J. Photochem. Photobiol., B: Biol. 4 (1989) 57-74.

[8] M. Brendel, J.A.P. Henriques, The pso mutants of Saccharomyces cerevisiae comprise two
groups: one deficient in DNA repair and another with altered mutagen metabolism, Mutat. Res.

489 (2001) 79-96.

42



[9] C.L. Schmidt, M. Grey, M. Schmidt, M. Brendel, J.A.P. Henriques, Allelism of
Saccharomyces cerevisiae genes PSO6, involved in survival after 3-CPs + UVA induced

damage, and ERG3, encoding the enzyme sterol C-5 desaturase, Yeast 15 (1999) 1503—-1510.

[10] C. Pungartnik, M.C. Kern, M. Brendel, J.A.P. Henriques, Mutant allele pso7-1, that
sensitizes Saccharomyces cerevisiae to photoactivated psoralen, is allelic with COX11, encoding

a protein indispensable for a functional cytochrome c oxidase, Curr. Genet. 36 (1999) 124-129.

[11] S.J. Elledge, Cell cycle checkpoints: preventing an identity crisis, Science 274 (1994) 1664-
1672.

[12] A.G. Paulovich, D.P. Toczyski, L.H. Hartwell, When checkpoints fail, Cell 82 (1997) 315-
321.

[13] T. Weinert, DNA damage cehckpoints update: getting molecular, Curr. Opin. Genet. Dev. 8
(1998) 185-193.

[14] J. Melo, D. Toczyski, A unified view of the DNA damage checkpoint, Curr. Opin. Cell
Biol. 14 (2002) 237-245.

[15] J.A.P. Henriques, E. Moustacchi, Isolation and characterization of pso mutants sensitive to

photoaddition of psoralen derivatives in Saccharomyces cerevisiae, Genetics 95 (1980) 273-288.

[16] M.K. Pierce, C.N. Giroux, B.A. Kunz, Development of a yeast system to assay mutational

specificity, Mutat. Res. 182 (1987) 65-74.
[17] S. Broomfield, B.L. Chow, W. Xiao, MMS2, encoding a ubiquitin-conjugating-enzyme-like

protein, is a member of the yeast error-free postreplication repair pathway, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 95 (1998) 5678-5683.

43



[18] R.S Sikorski, P. Hieter, A system of shuttle vectors and yeast host strains designed for
efficient manipulation of DNA in Saccharomyces cerevisiae, Genetics 122 (1989) 19-27.

[19] D. Burke, D. Dawson, T. Stearns, Methods in yeast genetics, a CSH laboratory course
manual, CSH Laboratory Press, Plainview, N.Y. (2000).

[20] J. Sambrook, E.R Fritsch, T. Maniatis, Molecular cloning: a laboratory manual, 2" ed. Cold
Spring Harbour Laboratory Press, Cold Spring Harbour, N.Y. (1989)

[21] C. Cassier, R. Chanet, J.A.P. Henriques, E. Moustacchi, The effects of the three PSO genes
on induced mutagenesis: a novel class of mutationally defective yeast, Genetics 96 (1980) 841—

857.

[22] M. Brendel, M. Grey, A.F. Maris, J. Hietkamp, F. Fesus, C.T. Pich, L. Dafre, M. Schmidt,
F. Eckardt-Schupp, J.A.P. Henriques, Low glutathione pools in the original pso3 mutant of
Saccharomyces cerevisiae are responsible for its pleiotropic sensitivity phenotype, Curr. Genet.

33 (1998) 4-9.

[23] R.Siissmuth, F. Lingens, Zum Wirkungsmechanismus von 1-Nitroso-3-nitro-1-
methylguanidin (MNNG) bei der Mutationsausldsung; Bestindigkeit des MNNG, Beziechungen
zwischen Mutationsrate und Aufnahme des Mutagens durch die Zelle und Forderung der
Methylierung durch Sulfhydrylgruppen in Abhédngigkeit vom pH-Wert, Z. Naturforsch. 24b
(1996) 903-910.

[24] T.A. Weinert, G.L. Kiser, L.H. Hartwell, Mitotic checkpoint genes in budding yeast and the
dependence of mitosis on DNA-replication and repair, Genes Dev. 8 (1994) 652-655.

[25] D. Lydall, Y. Nikolsky, D.K. Bishop, T. Weinert, A meiotic recombination checkpoint
controlled by mitotic checkpoint genes, Nature 383 (1996) 840-843.

44



[26] D. Lydall, T. Weinert, G2/M checkpoint genes of Saccharomyces cerevisiae: further
evidence for roles in DNA replication and/or repair, Mol. Gen. Genet. 256 (1997) 638-651.

[27] V. Paciotti, G. Lucchini, P. Plevani, M.P. Longhese, Meclp is essential for phosphorylation
of the yeast DNA damage checkpoint protein Ddclp, which physically interacts with Mec3p,
EMBO J. 17 (1998) 4199-42009.

[28] J.A. Melo, J. Cohen, D.P. Toczyski, Two checkpoint complexes are independently recruited
to sites of DNA damage in vivo, Genes Dev. 15 (2001) 2809-2821.

[29] M.P. Longhese, V. Paciotti, R. Fraschini, P. Plevani, G. Lucchini, The novel DNA damage
checkpoint protein Ddclp is phosphorylated periodically during the cell cycle and in response to
DNA damage in budding yeast, EMBO J. 16 (1997) 5226-5226.

[30] C. Venclovas, M.P. Thelen, Structure-based predictions of Radl, Rad9, Husl and Rad17
participation in sliding clamp and clamp-loading complexes, Nucleic Acids Res. 28 (2000) 2481-
2493.

[31] M.P. Longhese, R. Fraschine, P. Plevani, G. Lucchini, Yeast pip3/mec3 mutants fail to
delay entry into S phase and to slow DNA replication in response to DNA damage, and they
define a functional link between Mec3 and DNA Primase, Mol. Cell. Biol. 16 (1996) 3235-3244.

[32] A.G. Paulovich, C.D. Armour, L.H. Hartwell, The Saccharomyces cerevisiae RAD?Y,
RADI17, RAD24 and MEC3 are required for tolerating irreparable, ultraviolet-induced DNA
damage, Genetics 150 (1998) 75-93.

45



[33] M. Lussier, A-M. White, J. Sheraton, T. di Paolo, J. Treadwell, S.B Southard, C.I
Horenstein, J. Chen-Weiner, A.F.J. Ram, J.C. Kapeteyn et al., Large scale identification of genes
involved in cell surface biosynthesis and architeture in Saccharomyces cerevisiae, Genetics 147,

(1997) 435-450.

Figure legends

Fig. 1 Sensitivity of pso9-1 (open circles) and wild type (filled circles) to treatment by a) 3-CPS
+ UVA; b) 8-MOP + UVA; c¢) UVC; d) MMNG.

Fig. 2 Mutability by 3-CPS + UVA (A,C), 8-MOP + UVA (B,D), and by UVC (C,E) of pso9-1
(open circles) and wild type (filled circles). Induced reversion in the lysI locus (per 10°

survivors) and induced forward mutation in the CAN! locus (per 10° survivors).

Fig. 3 Location on yeast chromosome XII (710309 bp to 718919 bp) of pso9-1 complementing
gene MECS3; original complementing isolate pJC9 and shortened insert in JCI1.

Fig. 4 Complementation of pso9-1 strain by the pJC91 plasmid harboring a WT MEC3 gene.
(A) UVC and (B) 8-MOP+UVA treatment. Open squares: pso9-1 transformed with MEC3-
containing pJC91, filled squares and circles: wild-type and pso9-1 transformed with pRS314,

respectively.

Fig. 5 Non-complementation assay in the heteroallelic pso9-1/mec3A diploid for UVC (50 J/m®)
and 8-MOP+UVA (0.5 kJ/m?) sensitivity. (+/+) PSO9/MEC3; (+/-) PSOY/ mec3A; (-/-) pso9-1/

mec3A.

Fig. 6 Sensitivity of mec3A (open triangles) and wild type (filled triangles) to a) UVC and b) 8-
MOP-+UVA.

Fig. 7 Comparsion of forward induced mutability by UVC, of pso9-1 (open circles) and mec3A

(open triangles), and their isogenic WTs (filled circles and triangles, respectively).
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Table 1. Yeast strains used in this study

Strain Genotype Source
N123 MATa hisl-1 gshl-L PSO9 [15]
N1235511 MATa hisl-1 gshl-L pso9-1 [15]
MKPo MATo canl-100 ade2-1 lys2-1 ura3-52 leu2-3 his3A200 [16]

trplA901
RMH2001-1B  MATa his3A200 ade2-1 lysi1-1 ura3-52 GSHI pso9-1 This work
RMH2001-1C  MATa his3A200 ade2-1 lysi-1 ura3-52 GSHI PSO9 This work
W303 MATo his3-11ade2-1 ura3-1 leu2-3 trpl A [17]
JC003-8C MATa his3A200 ade2-1 ura3-52 trplA GSHI pso9-1 This work
JC003-8D MATao his3A200 ade2-1 ura3-52 trpl A GSHI1 PSO9 This work
Y10°000 MATo his3A1leu2 A0 1ys2A0 ura3A0 EUROSCARF
Y00°000 MATa his3Alleu2AO met15A0 ura3A0 EUROSCARF
Y15198 MATo his3A1leu2A0 lys2A0 ura3A0 mec3::kanMX4 EUROSCARF
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Table 2. Sporulation of diploids heterozygous
and homozygous for (a) pso9-1 and (b) mec3A

Diploid % asci
(@)

PSO9 x PSO9 39.0
PSO9 x pso9-1 35.0
pso9-1x pso9-1 35.0
(b)

PSO9 x MEC3 28.8
PSOY x mec3A 29.3

pso9-1 x mec3A 30.8
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Discusséao

DISCUSSAO

A fotoquimioterapia empregando psoralenos+UVA (PUVA terapia) é
largamente utilizada para tratar desordens dermatologicas desde dermatites
atipicas a psoriase e vitiligo (Horio, 2000; Greenberg et al., 2001). Os produtos
formados pela fotoativacao de psoralenos nos fibroblastos da pele sao
responsaveis pela eficacia deste tratamento (PUVA), devido a sua alta
citotoxicidade na replicacao celular (Greenberg et al.,, 2001). Os psoralenos
fotoreagem com as bases pirimidicas do DNA produzindo monoadutos de
timinas e pontes intercadeias (ICLs) entre as timinas de fitas opostas (Dronkert
e Kanaar, 2001; Greenberg et al., 2001). Comparados a monoadutos, ICLs sao
mais toxicos, mutagénicos e recombinogénicos (para revisdo, ver Averbeck et
al.,, 1992; Henriques et al., 1997). Um unico ICL pode ser letal as células de
leveduras e bactérias deficientes em reparacao, assim como cerca de 40 ICLs
podem ser letais as células de mamiferos também deficientes em reparacao
(Henriques et al., 1997; Dronkert e Kanaar, 2001). O principal determinante da
toxicidade de ICLs é devido a um impedimento na separacao das fitas de DNA
e, portanto, bloqueio na replicacao e segregacao do mesmo (Dronkert e Kanaar,
2001).

Entretanto, embora a PUVA terapia seja efetiva no tratamento da
psoriase, os fotoprodutos resultantes desta associacado (8-MOP+UVA) inibem o
metabolismo do DNA, causam mutacoes e danos cromossomais, podem induzir
apoptose e um elevado risco de cancer de pele, de um modo dose-dependente
(Greenberg et al.,, 2001; Dronkert e Kanaar, 2001).

O estudo de mutantes de levedura sensiveis a fotoadicdo de psoralenos
(mutantes pso) permitiu consideraveis progressos no entendimento dos

processos celulares envolvidos na reparacao do DNA lesado, assim como na
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compreensao das conseqUéncias fotoquimicas, biologicas e genéticas do
tratamento PUVA, em células vivas.

Inicialmente, trés mutantes psol, pso2 e pso3, cada um definindo um
locus distinto, foram caracterizados detalhadamente. Desde entdo, mais alelos
mutantes pso foram clonados e caracterizados fenotipica e genotipicamente.
Atualmente, dez genes pso estao caracterizados (tabela 2, introducao). Estes
genes nao codificam proteinas com funcdes similares. Enquanto a maioria
apresenta um papel na reparacdo de lesdes induzidas por psoralenos
fotoativados e outros mutagenos, pelo menos dois (pso6-1 e pso7-1) dos dez
mutantes pso nao sao deficientes em reparacao de DNA. Todavia seus
fenotipos de sensibilidade originam-se de deficiéncias fisiologicas (pso6-1 e
pso7-1 sao responsaveis por elementos estruturais da membrana e pela
funcionalidade da cadeia respiratoria, respectivamente), que influenciam a
genotoxicidade a psoralenos, em vez de sua capacidade de reparacao (para

revisao, ver Henriques et al. 1997; Brendel e Henriques, 2001).

A mutacao pso9-1 define um novo alelo do gene MEC3

Continuando a analise dos mutantes isolados por Henriques e
Moustacchi (1980) um novo mutante pso, denominado pso9-1, foi caracterizado
fenotipicamente. Por sua sensibilidade a 3-CPs e 8-MOP fotoativados e por
complementar a sensibilidade de todos os mutantes pso, descritos até entao, a
mutacao pso9-1 foi considerada um novo alelo envolvido na reparacdao do DNA
(Machado, 2000).

Este mutante mostra sensibilidade a diversos agentes mutagénicos, bem
como reducao na mutagénese induzida por psoralenos fotoativados e UVC, e
nao apresenta sensibilidade a agentes oxidativos como H2O2 e paraquat
(Machado, 2000). Estas caracteristicas fenotipicas justificaram sua associacao

ao grupo de reparacao dos mutantes pso, e, para caracterizacao molecular e

58



Discusséao

definicao da localizacao funcional da proteina codificada por este gene, era
ainda necessaria a clonagem do gene PSO9.

O isolamento de um fragmento de aproximadamente 8,6 kb, a partir de
um banco genomico de S. cerevisiae, contido no plasmidio simples copia
pRS200, complementou perfeitamente a sensibilidade do mutante pso9-1 a
radiacdo UVC e ao tratamento com 8-MOP+UVA (Figura 4, artigo). O
sequienciamento das extremidades deste fragmento de DNA permitiu localizar
esta sequiéncia no braco esquerdo do cromossomo XII, abrangendo duas ORFs
com funcoes desconhecidas (YLR287c e YLR290c), e trés genes conhecidos:
RPS30A, MEC3 e GUF1 (Figura 3, artigo). Investigacao na literatura sobre os
fenotipos e funcodes celulares associados as sequéncias codificantes desta
fracdo do cromossomo XII, indicou o gene MEC3 como o mais provavel
candidato a alelo selvagem da mutacao pso9-1. Enquanto o gene RPS30A
codifica uma proteina que participa da subunidade ribossomal 40S (Baker et
al., 1997), e GUF1, uma GTPase de funcao desconhecida (Kiser e Weinert,
1995), a atuacao da proteina Mec3 em checkpoint (Lydall e Weinert, 1997)
levou a associacao deste mecanismo de controle aos fenotipos de reparacao do
DNA apresentados pelo mutante pso9-1.

A subclonagem do fragmento de aproximadamente 2,5 kbPstl-SnaBI,
contendo o gene MECS3, no vetor simples copia pRS314 (Figura 3, artigo), nao
alterou a habilidade do mesmo de complementar inteiramente o fenotipo de
sensibilidade a UVC e 8-MOP+UVA do mutante pso9-1 (Figura 4, artigo). A nao
complementacao na linhagem diploide heteroalélica derivada do cruzamento
entre pso9-1 e mec3A (Figura 5, artigo) mostrou inequivocadamente que ambos
os mutantes contém alelos nao funcionais em um mesmo locus.

Mutantes mec3 ja foram descritos por sua sensibilidade a UVC,
metilmetanosulfonato e hidroxiuréia (Longhese et al., 1996) e também parecem
reduzir a mutabilidade induzida apoés tratamento com UVC, em combinacao

com radlIA (Paulovich et al., 1998). Estes fenotipos concordam com a
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caracterizacao fenotipica prévia do mutante pso9-1 e reforcam o alelismo entre
PSO9 e MECS.

Embora a mutacao pso9-1 ainda nao esteja determinada, os dados
apontam algumas evidéncias sobre a proteina mutante Pso9-1. Mutacdes na
regiao promotora de MEC3 tornam as células de levedura sensiveis a cafeina e
calcofluor white (Lussier et al., 1997). Os mutantes pso9-1 e mec3A foram
testados para estes dois agentes e nao apresentaram sensibilidade quando
comparados as respectivas linhagens selvagens (Figura 2, apéndice 1),
sugerindo que a mutacdo presente na linhagem pso9-1 esta localizada na
regiao codificante. Além disso, a sensibilidade do mutante pso9-1 a UVC e 8-
MOP+UVA é levemente menos pronuncida que a demonstrada por mutantes
mec3A (Figuras 4 e 6, artigo). Um método muito utilizado para fins de
comparacao de sensibilidade entre linhagens de diferente background €& o
chamado “fator de reducao de dose” ou dose reduction factor (DRF). O DRF é
calculado dividindo-se a dose de exposicao da linhagem selvagem pela dose de
exposicao do mutante, em um mesmo nivel de sobrevivéncia. Apos tratamento
com UVC, o DRF para a linhagem pso9-1 foi 2,3 e para mec3A, 2,0. Para 8-
MOP + UVA, os valores foram 1,7 e 1,6, respectivamente. O mutante mec3A
também apresentou uma freqiiéncia de mutagénese mais baixa no locus CAN1
que o mutante pso9-1 (Figura 7, artigo), embora sua selvagem isogénica tenha
se mostrado deficiente em mutabilidade. Estes resultados sugerem que pso9-1
pode ser um alelo mutante leaky e que pPso9-1 ainda apresenta uma funcao

residual.
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PSO9/MECS3 participa da via de checkpoint que responde a danos no DNA

A sobrevivéncia dos organismos € dependente de uma acurada
transmissao da informacao genética de uma célula para suas filhas. Para
alcancar esta fidelidade, as células tém evoluido mecanismos de sobrevivéncia
que monitoram a estrutura dos cromossomos e coordenam reparacao do DNA e
progressao do ciclo celular, chamados checkpoints (para revisdo ver, Elledge,
1996; Paulovich et al., 1997; Weinert, 1998; Melo e Toczyski, 2002). Estes
mecanismos foram inicialmente definidos como vias regulatéorias nao-
essenciais que controlam a capacidade da célula de parar o ciclo-celular em
resposta a danos no DNA, concedendo tempo para a reparacao. No entanto,
recentes evidéncias sugerem que a definicdo classica de chekpoint é
inadequada para explicar a funcao deste mecanismo por completo. Além de
parar o ciclo-celular, tém sido mostrado que estas vias controlam a ativacao
das vias de reparacao do DNA (Cortez et al, 1999; Mercier et al., 2001), a
composicao da cromatina telomérica e o direcionamento das proteinas de
reparacao do DNA aos sitios de dano (Martin et al., 1999; Mills et al., 1999),
ativacao de programas transcricionais (Elledge, 1996), extensao dos teléomeros
(Naito et al., 1998; Ritchie et al.,, 1999, Enomoto et al., 2002) e, em alguns tipos
de células, por razdoes ainda nao completamente compreendidas, inducao de
morte celular por apoptose (Lowe et al., 1993; Hirao et al.,, 2000). Desta forma,
fica claro que o checkpoint faz parte da complexa rede que responde a danos no
DNA, a qual regula uma resposta multifacetada, como ilustra a Figura 4.

Como todas as vias de transducdo de sinais, o mecanismo checkpoint
envolve moléculas que atuam como sensores, transdutores e efetores. Os
sensores monitoram o DNA para anormalidades estruturais e, entdo iniciam o
sinal de checkpoint. Mais adiante, os transdutores transmitem e amplificam
este sinal. Finalmente, as moléculas efetoras controlam as consequéncias

biologicas desencadeadas pela via.
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Figura 4. Esquema geral da via de transducao de sinais em checkpoint.
Flechas representam eventos de ativacdo e finais perpendiculares
representam eventos inibitorios. Paradas no ciclo celular estao
marcadas com sinal de pare e apoptose com lapide. A hélice de DNA
com uma flecha representa transcricao induzida por dano, enquanto a
hélice de DNA com varias subunidades circulares representa reparacao

induzida por dano (Modificado de Zhou e Elledge, 2000).

Uma das questdoes mais cruciais neste campo € definir os sinais que

ativam o checkpoint.

Agentes genotoxicos causam muitos tipos de lesoes

primarias que podem ser convertidas em lesdes secundarias durante a
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replicacao de um molde danificado. Todas estas lesdes podem ser diretamente
reconhecidas por determinadas proteinas de checkpoint, sozinhas ou em
complexos especializados, ou ainda podem ser processadas a intermediarios
comuns que por sua vez irdo desencadear a ativacdo do checkpoint. Como esta
resposta pode também ser influenciada pelo estagio do ciclo-celular no qual o
dano ocorre, multiplos sensores podem reconhecer os sinais, em fases
especificas do ciclo-celular (para revisao ver Melo e Toczyski, 2002).

Na levedura S. cerevisiae, tem sido proposto que os genes envolvidos na
deteccao de danos no DNA funcionam em dois grupos distintos que atuam
fundamentalmente nas fases G1 e G2 do ciclo celular. Estes grupos sao
definidos pelo gene RAD9 e pela subclasse RAD24 (Lydall and Weinert, 1995).
Incluidos na subclasse RAD24 estao os genes RAD17, DDC1 e MEC3. RAD24 e
seus ortologos em outras espécies apresentam homologia com as cinco
subunidades do fator de replicacao C (RF-C) (Griffiths et al., 1995). A proteina
codificada pelo gene MEC3 existe em um complexo com pRadl7 e pDdcl
(Paciotti et al., 1998) e € requerida tanto para a localizacao (Melo et al., 2001),
quanto para fosforilacdo de pDdcl (Longhese et al., 1997). O complexo
formado por pDdcl/pRadl7/pMec3 (Paciotti et al, 1998) compartilha
similaridades de seqiiéncia com PCNA (Antigeno Nuclear de Proliferacao
Celular) (Caspari et al, 2000; Venclovas e Thelen, 2000), o fator de
processividade da DNA polimerase. A propria pMec3 compartilha varias
regioes de similaridade com possiveis genes ortélogos, ndo sé6 de outros
eucariotos inferiores, como também superiores (Figura 5), evidenciando a
importancia desta conservacao para a posterior formacdo da estrutura
quaternaria PCNA-like. PCNA forma um anel homotrimérico ao redor do DNA
dupla-fita e € adicionado ao DNA por uma reacao catalisada pelo complexo RF-
C (para revisao, ver Mossi e Hubscher, 1998). Tem sido sugerido que o
complexo pDdcl/pMec3/pRad17 atua com um grampo especifico de deteccao
de danos no DNA e que o recrutamento destas proteinas é catalisado por uma

versao modificada de RF-C, mediada por pRad24. Uma vez ligado ao DNA, este
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grampo se tornaria competente a recrutar fatores adicionais de checkpoint,
responsaveis pela transducdo de sinais (Figura 6) (Longhese et al., 1998;

Lowndes e Murguia, 2000; Melo et al., 2001; Melo e Toczyski, 2002).
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HUS1Ce GMNPRNEEQNTMYFELE IDSEVRVEPGGH-————~~~ 115
HUS1Dm EA---AHPDQE YIIVEGVS SANEGRALSVLR -~ --GGGVNSCKIBKIN - — - QRTQF — —————— === === —————————— 113
MEC3Ca  : QSCEEIQ----- SVRDNTESME TN TDLEVOTLRNFD-- - -KANSEGINMRIFORTDTSGAKG-—~————====-———~~~ 111
HUS1Sp  : EDF¥VMQ-----SNADNVMNLEVPIDNFYKALRSAA---—-N-ASDSTIYRIBS--KKNNQ-------——————--———————- 104
PCNASC : QEMRCD---------HPJTHGMDLTSHSKILRCGN-~-~~~--NTDTMTH#IADNTPDS——~====-——====————————~ 98
* 180 * 200 * 220 * 240
MEC3Sc GITFEEIVHTSGPNDAIVMNGGVDEHNGLPTTVGTGNLLASN MINYIQ : 229
MEC3Sk VMN--NDLNN----TGGGG--VATSK A MINYTQ : 213
MEC3Sca LINYSQ : 218
HUS1Hs VVPDPD : 155
HUS1Mm SIPDCD : 156
HUS1Ce SIGHRK : 156
HUS1Dm RVPNSQ : 159
MEC3Ca THSDLG : 160
HUS1Sp TAPEPD : 149
PCNASC ELQYDST : 136
* 260 * 280 * 300 320
MEC3Sc YKLPPTSGEFGSAFHGF IRRERY SIINH T HLMGVK - -~-KKEHGNEGDDVELKI ITVNELDWHEE TCWNEPEDSVIORO : 307
MEC3Sk YKLPLPSSEFGQGESNF IKRIYDRY TNVHNVKLSAKKF-VKTTHTERDDTPNLKI IVNELDWYLELCWNGPEDPVLO-~- : 291
MEC3Sca CRLPAMSGENGGSEHNFMKRMDRY SNVTHMKLSGRRERARDSLGDVEENVRLNT IVDELLWNELQT SWNEPENPVIQQQ : 299
HUS1Hs STYLP-——------ VLKTMKSVIERMKNT SNHLV T EAN-———— === ==———— === D----GELNLKIET- : 196
HUS1Mm : MSECLP-—------- ALKMMKSVIERMRNISNQLV I EAN-————————=———————————————— K----GELNLKIET- : 197
HUS1Ce : MSESMP--------- PPKMMSRFIHVEKNMNTRVVKLTAS —— === ——===—===——=———————— TS———— DLRISTK-- : 197
HUS1Dm : GLP-——=-==--- SLRLLKSTLMDKLKNISPSLEFQVN———========——=—==————— fip----GEENVIATS- : 200
MEC3Ca : BIMRLPN-------- EEVTMFK EIFKK PSSESVTIRAS-RRNG-—==---———=~~ GFLGFI EES—— KFKVTISWN 1 217
HUS1Sp : CHIFLP-——------ QLNFLRH YKSELSDRIIMSAN——————————————————————— o s———— QLSVN—— : 189
PCNASC : BsBpss--------- EFSKIVRDESQLSES INTMI TKET—— =~~~ === — o mmmmm e KFVADG— ;173

Figura 5. Alinhamento de aminoacidos da porcdao N-terminal da proteina Mec3 e
potenciais ortélogos de varios organismos. Residuos conservados em 100% das
seqUéncias estdao mostrados em vermelho; verde e cinza correspondem a 80% e 50%,
respectivamente. Os numeros de acesso sao: MEC3Sc (S. cerevisiae AAB67334),
MEC3Sk (S. kluyveri Contig2217.52), MEC3Sca (S. castelli Contig470.62), HUS1Hs
(Homo sapiens XP_165873), HUS1IMm (Mus musculus, XP_122185), HUSI1Ce
(Caenorhabiditis elegans, AAC78225), HUS1Dm (Drosophila melanogaster, AAF52090),
MEC3Ca (Candida albicans, CA2321), HUS1Sp (Schizosaccharomyces pombe,
P78955), PCNASc (S. cerevisiae CAA85038). 2 dados nao depositados (Paul Cliften e

M. Johnston, comunicacao pessoal).
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Figura 6. A) “Modelo de recrutamento ao substrato” para ativacao
de checkpoint que responde a danos no DNA. (a) Os complexos
pMecl/pDdc2 (azul) e pDdcl/pMec3/pRadl7 (laranja) sao
independentemente recrutados aos sitios de dano no DNA, (b)
promovendo sua interacdo por um efeito dependente da
concentracdo de dano. (c) multiplos complexos pMecl/pDdc2 e
pDdcl/pMec3/pRadl7 sao recrutados ao sitio de dano,
facilitando wuma rapida ativacdo da via de checkpoint e o
recrutamento de pDdcl/pMec3/pRadl7 € catalisado por pRad24
(rosa). E proposto que a funcao de pDdcl/pMec3/pRadl7 seja
auxiliar no recrutamento de pRad9 para fosforilacdo por Meclp.
(Extraido de Melo e Toczyski, 2002) B) Modelo do complexo
pDdcl/pMec3/pRadl7, baseado na estrutura de PCNA. (Extraido
de Venclovas e Thelen, 2000).
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Discussao

As proteinas de checkpoint sao bem conservadas de leveduras a
células humanas (para revisdo, ver Venclovas e Thelen, 2000), indicando
que a organizacao basica destas vias tem sido preservada ao longo da
evolucao. Alguns dos componentes destas vias encontram-se mutados em
sindromes humanas raras, estando associados a predisposi¢cao ao cancer
(para revisao ver Hartwell e Kastan, 1994; McDonald e El-Deiry, 2001).
Portanto, torna-se relevante investigar os papéis destes componentes em
organismos modelos, podendo assim utilizar estes dados para o
esclarecimento dos mecanismos de controle da divisdo celular em
eucariotos superiores. Neste sentido, o estudo da mutacdo pso9-1 revelara
como a estrutura terciaria da proteina Pso9-1 arranja-se para interagir
com seus parceiros moleculares, contribuindo para o esclarecimento das
conexoes entre as vias de reparacdao do DNA e checkpoint, e seus efeitos

fisiologicos em células eucarioticas.
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CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Além de confirmar a ligacao entre processos de reparacao do DNA e
controle de checkpoint em levedura, a comprovacdo do alelismo entre
PS0O9 e MECS3 inclui o mecanismo de checkpoint ao grupo de funcoes das

proteinas Pso.

O sequenciamento do alelo mutante pso9-1 permitira identificar o
local e tipo de mutacao, possibilitando estudar os seus efeitos na funcao
da proteina e definir dominios importantes para o desempenho de seu
papel no controle da divisao celular e reparacao do DNA. A determinacao
dos dominios requeridos para a funcionalidade de pPso9 podera ser

alcancada através da expressao de construcoes truncadas do mesmo.

A proteina Mec3 forma um complexo com pDdcl e pRad17 (Paciotti
et al, 1998), muito semelhante ao complexo PCNA em humanos
(Venclovas e Thelen, 2000) e € essencial para a localizacao e fosforilacao
de pDdc1 no local do dano (Melo et al., 2001; Paciotti et al., 1998). Nesse
sentido, torna-se relevante analisar se pPs0o9-1 mantém a interacao fisica
com pDdcl e com pRadl7. Além destas proteinas, que interagem com
pPso9 na formacao de complexos, outras interacoes fisicas ja foram
identificadas, como com pSapl8 (Uetz et al., 2000), pSetl (Corda et al,
1999), pSpol2 (Grether e Herskowitz, 1999), além de uma interacao
genética com pPril que resulta em letalidade sintética (Longhese et al,
1996). O emprego de técnicas como o sistema duplo-hibrido e
coimunoprecipitacdo permitira avaliar como a mutacdo pso9-1 afeta a

interacao fisica entre os membros do complexo pDdcl/pMec3/pRadl7, e
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sua estabilidade funcional, bem como com as demais interacées com

proteinas nao envolvidas em checkpoint.

Alguns genes PSO ja identificados, como PSO2 e PSO3, permanecem
com funcao nao esclarecida na reparacao do DNA. O mutante pso2-1 é
extremamente sensivel a agentes formadores de pontes intercadeia no
DNA, porém, o exato mecanismo utilizado por pPso2 para reparar estas
pontes ainda € desconhecido. A mutacao pso3-1 é a que resulta na menor
sensibilidade a psoralenos fotoativados entre os pso, sendo caracterizada
pela deficiéncia na reparacao de danos oxidativos. Além disso, especula-
se a respeito da participacao de pPso3 na sintese translesao livre de erro,
podendo exercer influéncia em fenéomenos como mutacoes induzidas e
conversao génica (para revisao, ver Brendel e Henriques, 2001). O estudo
de combinacoes da mutacado pso9-1 com pso3-1 e com pso2-1 contribuira
para a melhor compreensao dos mecanismos pelos quais pPso3 e pPso2

atuam nesses processos de reparacao.
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APENDICE I



Estratégia de Clonagem

A estratégia de clonagem utilizada neste projeto baseou-se na
complementacao aos fenotipos mais evidentes do alelo mutante pso9-1. A
linhagem mutante foi transformada com dois bancos genomicos de S.
cerevisiae distintos, os quais foram previamente construidos nos
plasmidios centroméricos YCpS0 e pRS200. O esquema abaixo sintetiza as

etapas da estratégia utilizada para clonagem do gene PSO9.

Transformacéao da linhagem pso09-1 com o banco genoémico de Saccharomyces cerevisiae [ ! ]

V

Isolamento de uma populacao de transformantes, a partir da marca de selecao do vetor

plasmidial [ 2 ]
/ N\

Complementacao do [ 3] Complementacao do
fenotipo de fenotipo de
sensibilidade a UVC sensibilidade a 8-

\L MOP+UVA

Perda plasmidial = perda da complementacao [ 4 ]

V

Re-transformacao do mutante com o plasmidio candidato = complementacao [ 5 ]

Isolamento e caracterizacdo do fragmento carreado pelo vetor [ 6 ]

Sequienciamento e identificacao dos fragmentos clonados [ 7 ]

Confirmacéo do alelismo PSO9/MEC3 [ 8 ]
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Itens 1 e?2

A estratégia de clonagem do gene PSO9 foi iniciada com a
transformacao da linhagem pso9-1 com um banco gendémico de S.
cerevisiae baseado no vetor YCp50, o qual possui o gene URA3 como
marcador genético. Da populacdo de transformantes isolada foram
testados 9504 transformantes para complementacao ao fenétipo de
sensibilidade a UVC. Apenas um candidato foi obtido, tendo sido
considerado um supressor pela fraca capacidade de complementacao
(restauracao de apenas 30% da sensibilidade a UVC). Diante destes
resultados, um banco genomico diferente foi empregado, sendo este
baseado no vetor pRS200, contendo o gene TRP1 como marcador genético.
Desta populacao, foram testados 9120 transformantes, também para

complementacao da sensibilidade a UVC, como os anteriores.

Item 3

A partir desta tiragem inicial foram isolados cinco transformantes
candidatos que restauraram consideravelmente a sensibilidade a UVC,
com comportamento semelhante a linhagem selvagem. Posteriormente,
estes transformantes foram tratados com 8-MOP+UVA, condicdo em que

igualmente houve complementacao.

Itens 4 e 5

Os transformantes contendo clones da biblioteca genémica capazes
de restaurar os fenotipos testados foram entdo submetidos a perda
plasmidial, e novamente expostos aos mesmos testes de sensibilidade, a
fim de garantir que a complementacao era conferida pelo fragmento

carreado pelo vetor pRS200, e nao por mutacoes supressoras. Apos a re-
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transformacao da linhagem pso9-1 com os plasmidios capazes de
restaurar os fenotipos testados, apenas um destes continuou a

complementar o fenétipo de sensibilidade a UVC e 8-MOP+UVA.

Itens 6e 7

As extremidades do fragmento carreado pelo vetor pRS200 foram
sequenciadas e comparadas com os bancos de dados de S. cerevisiae,
revelando uma sequiéncia de 8611 pb, ancorada no braco esquerdo do
cromossomo XII. Esta seqiéncia contém duas ORFs desconhecidas
(YLR287c e YLR290c), e os genes ja descritos RPS30A, MEC3 e GUFI.
Apods investigacao da literatura e dos fenotipos e funcgoes celulares
associados as sequiéncias codificantes desta fracao do cromossomo XII, o
gene MEC3 mostrou-se como o mais provavel candidato a alelo selvagem

da mutacao pso9-1, indicando alelismo entre MEC3 e PSOO9.

Item 8

Esta suposicao foi confirmada por dois tipos de experimentos: (a)
analise de complementacdo genética através da obtencao de uma
linhagem dipléide homozigota mutante para o locus MEC3/PS0O9
resultante do cruzamento da linhagem pso9-1 com outro mutante mec3
obtido junto ao repositério de linhagens de S. cerevisiae do projeto
EUROSCARF; (b) subclonagem do fragmento de Pstl-SnaBI de 2721pb da
sequiéncia de 8611 pb, contendo a regido codificante completa de MECS3,
seguido de re-transformacdo na linhagem mutante pso9-1 e posterior
verificacdo da restauracao ou nao dos mesmos fenotipos testados nas
etapas anteriores. Esta sequiéncia de experimentos resultou,
respectivamente, em nao-complementacdo e complementacao dos

fenotipos de pso9-1, confirmando o alelismo entre PSO9 e MECS3.
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Figura 1. Ensaio de perda plasmidial seguido de re-
transformacao do plasmidio candidato pJC9, na linhagem
pso9-1. A) Perda plasmidial e conseqUente perda da
complementacao da sensibilidade a UVC (50 e 100 J/m?) e
8-MOP + UVA (0,5 e 1,0 kd/m?). B) Re-transformacao do
plasmidio candidato e recuperacao da complementacao.

(a) WT + pRS314; (b) pso9-1 + pRS314; (c) pso9-1 + pJCO9.
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cafeina

Figura 2. Ensaio de sensibilidade das linhagens pso9-1 e
mec3A a calcofluor white (CFW) 30 pg/mL e cafeina 0,5
mg/mL. (a) PSOY; (b) pso9-1; (c) MEC3; (d) mec3A.
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