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Resumo

O fator 1 induzivel por hipdxia (HIF-1) € um regulador central da resposta a
mudangas na concentracdo de oxigénio e tem um papel importante nos processos
fisiologicos e patoldgicos em humanos. Este fator de transcrigdo € expresso quando
as células de mamiferos sao submetidas a condi¢gdes de hipdxia e ativa cerca de 70
genes alvos regulados por oxigénio. HIF-1 é uma proteina heterodimérica composta
por dois membros da familia de proteinas contendo o dominio basic helix-loop-helix
(bHLH)-PER-ARNT-SIM (PAS), HIF-1a (atua unicamente na resposta a hipoxia) e o
HIF-1B (também conhecido como translocador nuclear do receptor de aril
hidrocarbono, ARNT, que é constitutivamente expresso). A estabilidade e a atividade
do HIF-1a sédo reguladas por modificagdes pds-traducionais, tais como fosforilagao,
hidroxilagao, nitrosilagdo e acetilagdo. Sob normodxia, HIF-1a € constitutivamente
expresso e subsequentemente hidroxilado pela HIF prolil hidroxilase (HPH) levando-
o0 a ser rapidamente marcado para a degradagdo mediada pelo proteasoma. A
sequéncia de eventos que leva a ativacao do HIF-1a e os efeitos paradoxais do HIF-
1 (efeitos pro- e anti-apoptoticos) ndo sdo completamente entendidos. Também nao
estdo claros como os mecanismos dependentes e independentes de oxigénio que
contribuem para as modificacbes pds-traducionais do HIF-1a, translocagcdo nuclear,
heterodimerizagdo com o ARNT, ligagdo ao DNA em regides regulatérias cis de
genes alvos e recrutamento de cofatores. Portanto, as proteinas que interagem com
o HIF-1a e as modificagdes pods-traducionais precisam ser melhor entendidas.
Células de leveduras compartilham varios aspectos de sua bioquimica com os
organismos multicelulares tais como, respostas transcricionais e celulares e
mecanismos de modificagdes pos-traducionais de proteinas. Além disso, elas sao
faceis de manipular sob diferentes condigbes de laboratério. Este trabalho visou
avaliar a viabilidade da expressédo do HIF-1 na levedura Saccharomyces cerevisiae
como um modelo alternativo de expressao. Em células de leveduras, HIF-1 ndo é
alvo de degradacao sob condi¢cbes de normdxia, ja que esse microorganismo nao
possui a via de degradagdo mediada pelo von Hippel Lindau (proteina supressora de
tumor). Pretendemos usar esse modelo de expresséo para estudar as modificagdes
pos-traducionais do HIF-1a e sua interagdo com outras proteinas que possam afetar

sua dimerizacao/co-ativacdo, sob diversas condicbes. Estabelecemos entdo uma



linhagem de levedura que expressa o HIF-1a e o ARNT constitutivamente sob
condigbes normais de oxigénio. Também mostramos que o HIF-1a recombinante
humano foi capaz de formar o heterodimero com o ARNT e se ligar ao elemento
responsivo a hipoxia (HRE) da eritropoietina humana. Além disso, ndés descrevemos
a presenga desse motivo no genoma de levedura e mostramos que esse organismo

pode conter motivos HRE funcionais.
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Abstract

The hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a central regulator in the response to
changes in oxygen concentration and plays an important role in physiological and
pathological processes in humans. This transcription factor is expressed when
mammalian cells are subjected to hypoxia and activates transcription of over 70
oxygen-regulated target genes. HIF-1 is a heterodimeric protein composed of two
members of the basic helix-loop-helix (bHLH)-containing PER-ARNT-SIM (PAS)
domain family, HIF-1a (unique to the hypoxia response) and HIF-1p (also known as
the aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator, ARNT, which is constitutively
expressed). HIF-1a stability and activity are regulated by post-translational
modifications such as phosphorylation, hydroxylation, nitrosation and acetylation.
Under normoxia, HIF-1a is constitutively expressed and subsequently hydroxylated
by a HIF prolyl hydroxylase (HPH) causing it to be rapidly targeted for proteasome-
mediated degradation. The sequence of events that leads to the full activation of HIF-
10 and the paradoxical effects of HIF-1 (pro- and anti-apoptotic effects) are not
completely understood. Neither is clear how oxygen-dependent nor oxygen-
independent mechanisms contribute to the post-translational modifications of HIF-1a.,
nuclear translocation, heterodimerization with  ARNT, DNA binding to the cis-
regulatory region of target genes and recruitment of cofactors. Therefore, HIF-1a
interacting partners and the pos-translational modifications need to be better
elucidated. Yeast cells share several aspects of its biochemistry with multicellular
organism such as, transcriptional and cellular responses and mechanisms of protein
post-transcriptional modifications. In addition they are easy to manipulate under
different laboratory conditions. This work aimed to evaluate the viability of HIF-1
expression in the yeast Saccharomyces cerevisiae as an alternative expression
model. In yeast cells, HIF-1 may not be targeted to degradation under normoxic
conditions, since this microorganism lacks the pathway mediated by the von Hippel
Lindau-VHL (a tumor suppressor protein). We intend to used this expression model
to study the post-translational modifications and its interaction with other proteins that
may affect its dimerization/co-activation. We established a yeast strain over-

expressing HIF-1a and ARNT in a constitutive manner under normal conditions of
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oxygen. We also showed that recombinant HIF-1o was able to form a heterodimer
with ARNT and bind to human erythropoietin hypoxia responsive element (HRE)
motif. Additionally, we described the presence of this motif in the yeast genome and

showed that this organism may harbor HRE motifs.



l. Introducgao

1. Hipodxia e Fator Induzivel por Hipéxia-1 (HIF-1)

Células respondem a estimulos extra- e intracelulares para manter a
homeostase, e a hipdéxia € um dos mais fundamentais de todos os estimulos
ambientais. A homeostase do oxigénio € de importancia crucial para todas as células
de mamiferos, pois muito (hiperdxia) ou pouco (hipdxia) oxigénio resulta em sua
toxicidade. A manutengcdo dos niveis de oxigénio dentro de limites normais é
essencial ao longo da vida, mas € particularmente importante durante periodos de
proliferacdo celular rapida, que ocorre durante o crescimento normal, € no
desenvolvimento de neoplasias. Em tecidos normais a tensdo média de oxigénio é
entre 40 a 50 mmHg, enquanto em tumores esses niveis chegam de 5 a 10 mmHg
(Hokhel et al., 1991, Rampling et al., 1994). O controle dos niveis de oxigénio nos
tecidos de animais ocorre através da combinagcdo da regulacdo génica e de
mecanismos bioquimicos e fisiologicos (Pugh et al., 2001).

Um melhor entendimento sobre a base molecular da homeostase de oxigénio
originou-se de estudos sobre o controle da expressdo do gene da eritropoietina
(EPO). Este horménio é central no processo que regula a oxigenagao dos tecidos,
pois leva a um aumento da producéo de células sanguineas vermelhas em resposta
a hipoxia nos tecidos, e consequente aumento do fornecimento de oxigénio aos
tecidos (Krantz, 1991). Os niveis de eritropoietina sao controlados principalmente
pela regulacgao transcricional da expressdo do seu gene por um enhancer regulado
por hipoxia que esta localizado na regidao 3’ do gene (Semenza et al., 1991). Foi
inicialmente considerado que a regulagdo da transcrigdo do gene da eritropoietina
por hipdxia provavelmente representaria um caso especial. No entanto, varios
estudos demonstraram que a eritropoietina faz parte do mecanismo central de
expressao génica regulada por oxigénio, eficaz na maioria, se nao todos, os tipos de
células (Maxwell et al., 1997). A analise do enhancer da eritropoietina mostrou a
presencga de um elemento responsivo a hipéxia (HRE), uma regido regulatéria com a
sequéncia 5-BRCGTGVBBB-3’ (onde B= C, G ouT; R=A ou G e V=A, C ou G),

onde o Fator Induzivel por Hipdxia-1 (HIF-1) se liga especificamente a regido central




(5-RCGTG-3’) chamada de sitio de ligagdao do HIF-1 (HBS) (Wang e Semenza,
1993). O HIF-1 tem um papel importante em processos fisioldgicos e patologicos e
estdo representados na Figura 1. Como mostrado na figura 1, os processos
fisioldgicos nos quais o HIF-1 tem um papel crucial como regulador s&o:
metabolismo energético, homeostase de ferro, viabilidade e proliferacdo celular e
angiogénese (circulo interno). Os processos patologicos (circulo externo) onde o
HIF-1 tem um papel como regulador sdo: cancer, isquemia do miocardio,
preclampsia, retardamento do crescimento fetal intrauterino, hipertensdo pulmomar e

isquemia cerebral (Semenza, 2000).
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Figura 1. Representagdo esquematica dos processos fisiolégicos e patolégicos nos quais o
HIF-1 tem uma fung¢dao como regulador central. A transativacao de genes alvos pelo HIF-1 contribui
para ambas respostas adaptativas (circulo interno) e patoldgicas (circulo externo). Fonte: Semenza
(2000).

2. Estrutura do HIF-1

O HIF-1 é um fator de transcricdo que funciona na forma de heterodimero e
pertence a familia de fatores de transcricdo basic-helix-loop-helix-PAS (bHLH-PAS).




O HIF-1 é composto pelas subunidades HIF-1a e HIF-13 (conhecida também como
translocador nuclear receptor de aril hidrocarbono, ARNT) (Wang et al., 1995a).
Cada subunidade tem dois dominios PAS, designados PAS-A e PAS-B. O domino
PAS foi designado como uma regiao comum encontrada no gene per de Drosophila,
um gene componente do ciclo circadiano (Jackson et al., 1986), ARNT humano
(Hoffman et al., 1991) e no gene sim de Drosophila, um gene crucial na regulagao
do desenvolvimento do sistema nervoso central (Nambu et al., 1991).

Os dominios bHLH de HIF-1a e HIF-1B sdo essenciais para a dimerizagao e
ligacdo destas proteinas ao DNA (D’Angio e Finkelstein, 2000). Existem outras
proteinas que também pertencem a familia bHLH-PAS, tais como: ARNT2, ARNT3,
Ahr (receptor de aril-hidrocarbono, também chamado de receptor de dioxina) que
participam no metabolismo de compostos xenobidticos (Takahata et al., 1998;
Swanson et al., 1995), CLOCK (proteina que participa da homeostase de oxigénio e
do ciclo circadiano) (Albrecht et al., 1997), HIF-2a, HIF-3a (resposta a hipdxia)
(Maranchie et al., 2002, Maynard et al., 2003), SIM1 e SIM2 (neurogénese) (Ema et
al., 1996).

O gene hif1-a humano que codifica a proteina HIF-1a possui 2.478 pares de
base e a proteina consiste de 826 aminoacidos, com uma massa molecular que
varia de 104 kDa a 116 kDa (Richard et al, 1999). O hif1-a encontra-se no
cromossoma 14 e consiste de 15 exons interrompidos por 14 introns. O exon 2
codifica o dominio bHLH, enquanto a regido que vai do exon 3 ao exon 8 codifica o
dominio PAS. A regido carboxi-terminal, que compreende os dominios responsaveis
pela ativagao e estabilidade da proteina, é codificada nos exons 9 a 15 (lyer et al.,
1998). A Figura 2 mostra o esquema da estrutura dos genes do HIF-1. O HIF-1a
contém dois dominios de transativagdo, um no N-terminal (TAD-N) que se sobrepbe
com o dominio de degradacdo dependente de oxigénio (ODDD) e um outro na
regido C-terminal (TAD-C) da proteina que é capaz de interagir com coativadores
transcricionais tais como CBP/p300. Ambos dominios estdo conectados um ao outro
por um dominio inibitorio (Semenza, 2000).

O gene arnt humano localiza-se na regido gq21 do cromossoma 1 e possui 22
exons (Johnson et al., 1993). O gene processado que codifica para 0 ARNT possui
2.367 pares de base e a proteina consiste de 789 aminoacidos com uma massa

molecular de 94 kDa. O arnt possui duas formas variantes apds o processamento do




RNA. O exon 5, o qual possui 45 nucleotideos € um exon alternativo e pode ser
processado, resultando assim em um transcrito com 2.322 pares de base o qual
codifica para uma proteina de 774 aminoacidos. Esse processamento acontece em
cerca de 50% dos arnt transcritos e essa propor¢gao nao parece variar muito entre os
diferentes tecidos. Apesar de o ARNT possuir duas formas variantes, nenhum efeito
diferenciado nas células foi observado na forma onde o exon 5 foi omitido (Scheel et
al., 2002). O ARNT é uma proteina nuclear constitutivamente expressa que também
participa na resposta transcricional a agentes xenobidticos. O ARNT ¢é capaz de
formar um outro complexo com o receptor de aril hidrocarbono (Ahr). Este complexo
se liga ao elemento responsivo a xenobiéticos (XRE), encontrado em muitos genes,
tais como o gene CYAP1A1 que codifica o citocromo P450 com atividade
hidrocarbono hidroxilase e NADP(H):oxiredutase. A ativagdo desses genes depende
primariamente da ligagdo do Ahr a ligantes xenobidticos, incluindo 2,3,7,8-
tetraclorodibenzeno-p-dioxina (dioxina) e benzo(a)pireno (Ema et al., 1992).
Enquanto o ARNT contém um dominio de ativag&o transcricional, HIF-1a e HIF-2a
tém dois dominios de transativacdo, TAD-N e TAD-C (Jiang et al., 1996; Giaccia et
al., 2003).
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Figura 2. Representacao esquematica das proteinas que constituem as duas subunidades do
HIF-1 humano. Os dominios de importancia funcional das subunidades HIF-1c € ARNT estéo
indicados da seguinte forma: bHLH, dominio "helix-loop-helix" basico; NLS-N e NLS-C, sinais de
localizagdo nuclear amino e carboxi- terminal; PAS, dominio de homologia Per-ARNT-Sim com
repeticdes A e B; PSTD, dominio de estabilidade da proteina rico em prolina-serina-treonina; TAD-N e
TAD-C, dominios de transativagcdo amino e carboxi- terminal; ODD, dominio de degradacao
dependente de oxigénio; REF-1, TRX, p300/CBP, indicam as regides do HIF-1a onde o fator 1 redox,




a tioredoxina e os coativadores p300/CBP se ligam. Os numeros indicam os residuos de aminoacidos
que delimitam as regides funcionais das duas subunidades do HIF-1 humano. Fonte: Semenza
(2000).

3. Coativadores do HIF-1

O mecanismo de transativacdo pelo HIF-1 envolve a ligagcdo do complexo
HIF-1a/ARNT aos motivos HREs localizados nos promotores e enhancers dos genes
alvos. Para a ativacdo dos genes alvos varios coativadores sdo recrutados se
ligando ao complexo do HIF-1, tais como o complexo CBP (CREB binding
protein)/p300. Em adicdo ao CBP/p300, HIF-1 interage com o coativador SRC-1
(coativador 1 do receptor de esterdide) e com o Tie-2 (fator intermediario 2 da
transcrigdo) (Giaccia et al., 2003; Carrero et al., 2000). Essa interagdo aumenta o
potencial transcricional do HIF-1 de uma maneira dependente de oxigénio e produz
um efeito sinérgico com CBP. Esse efeito é fortemente potencializado pela proteina
regulatoria do estado redox Ref-1, uma proteina que tem atividade redutora de
cisteina (Carrero et al., 2000). Ref-1 interage fisicamente com ambos dominios TAD-
C e TAD-N, levando a uma transativagao mais potente. Adicionalmente, a ligagao do
HIF-1 aos HREs nao é suficiente para indugdo de muitos genes pela hipéxia. Tem-
se verificado cooperagdes sinérgicas entre HIF-1a ou HIF-2a e outros fatores de
transcrigédo, tais como Smad3, HNF4, ATF1/CREB1, AP1, e Ets-1 (Bracken et al.,
2003). Uma indugao 6tima, dependente de HIF-1a, do promotor do VEGF foi obtida
na presenca do Smad3. Esses fenbmenos poderiam contribuir para a regulagao
diferencial dos diversos genes ativados por HIF-1. Futuros trabalhos irdo sem duvida
levar a descobertas de novos fatores de transcricdo que modulam a atividade do
HIF-1 de uma maneira dependente do tipo celular e dos genes especificos.

Minet et al. (1999) demonstraram o papel da Hsp90 (proteina de choque
térmico) na ativagdo do HIF-1a em condigdes de hipdxia. Os autores mostraram que
a inibicdo da atividade da Hsp90 pela geldanamicina levou a um decréscimo na
ativacdo do HIF-1a em hipodxia. Esses autores também mostraram a formacao do
complexo HIF-1a/Hsp90 sob normdxia sendo essa interacdo dependente do dominio
bHLH-PAS. Foi verificado que n&o sé a Hsp90 interage com o HIF-1a, mas também

com o Ahr. A associagao do receptor Ahr a Hsp90 o mantém em um estado pré-




ativado, no entanto latente. Quando um agente xenobiético, por exemplo, a doxina
esta presente, o Ahr é dissociado da Hsp90 formando um complexo com o ARNT e,
portanto levando a transativagdo de genes alvos. Assim, a atividade do Ahr é
regulada através de sua interagdo com a Hsp90 e com o ARNT (Minet et al., 1999;
Isaacs et al., 2004).

4. Regulagao do HIF-1

Embora a atividade de muitos fatores de transcri¢ao, incluindo fos, jun e p53,
seja afetada pela oxigenagao dos tecidos, portanto influenciando a regulagdo génica,
tem se tornado mais aparente que HIF-1 é o fator de transcricdo dominante que
regula a expressdo génica em resposta aos niveis de oxigénio (Wenger e
Gassmann, 1997; Pugh et al., 2001). Sabe-se que a habilidade e atividade do HIF-
1a sdo reguladas por varias modificagdes pos-traducionais tais como, hidroxilagdo
(Bruick e McKnight, 2001), acetilagdo (Jeong et al., 2002), nitrosilagdo (Yasinska e
Sumbayev, 2003) e fosforilagdo (Richard et al., 1999). No entanto, pouco se sabe

sobre o “controle fino” dessas modificagdes do HIF-1a em relagao a sua atividade.

4.1. Fosforilagao

Antes mesmo de se verificar a participacdo de prolil-hidroxilase (hidroxilagéo
do HIF-1a) na via de regulacdo do HIF-1a, varios trabalhos mostraram o
envolvimento da fosforilagdo na transdugao de sinal para ativagao génica (Mylonis et
al., 2006, Kwon et al., 2005). No entanto, a regulagao da atividade transcricional do
HIF-1a pela fosforilagdo € ainda pouco entendida. Muitos genes/oncogenes
supressores de tumor influenciam ou séo constituintes de cascatas de fosforilagao e
assim afetam os niveis de expressdo do HIF-1a independente do oxigénio.
Interessantemente, essas cascatas podem ser iniciadas apds fatores de crescimento
se ligarem aos receptores de tirosina quinases, que por sua vez ativam os alvos
posteriores da via. Exemplos de fatores de crescimento e citocinas que regulam e
estabilizam o HIF-1a sob condicbes de normodxia: fator de crescimento epidermal,

fator de crescimento do fibroblasto, interleucina-13 e fatores 1 e 2 de crescimento




semelhante a insulina (IGF1 e IGF2) (Feldser et al., 1999; Hellwig-Burgel et al.,
1999; Laughner et al., 2001; Zelzer et al., 1998). Isto é importante porque diferentes
niveis de fatores de crescimento e de seus receptores podem modular/ativar a via do
HIF-1 através da estimulacido da cascata de fosforilagcao.

Existem duas vias principais de fosforilagao envolvidas na ativacao do HIF-1,
vias da MAPK (mitogen-activated protein kinase) e da fosfatidilinositol-3-quinase
(PI3K) (Figura 3). As trés grandes sub-familias das vias das MAPK, denominadas c-
Jun NHj-terminal quinases (JNKs), p38 MAPKSs, e as quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERKs) mostraram ser reguladoras do HIF-1a (Alfranca et al., 2002;
Gao et al., 2002; Minet et al., 2001; Shemirani e Crowe, 2002; Richard et al., 1999).
Inicialmente, foi sugerido que a via de MAPK estaria envolvida somente na atividade
de transativacdo através da fosforilacdo e nao influenciaria a estabilizacido ou
habilidade de ligacdo do HIF-1 ao DNA (Hur et al., 2001). Foi verificado que
inibidores de MEK1 ou p38 MAPK bloqueiam a expressao génica mediada por HIF-
1, demostrando assim a importancia da via da MAPK na funcionalidade do HIF-1a
(Richard et al., 1999). Embora ambas MAPK fosforilem o HIF-1a in vitro, estudos
com mutagdes nos sitios de fosforilagdo do HIF-1a sugerem que sua transativagéao
ndo é afetada ou mediada diretamente pela fosforilagdo. E possivel que MAPKs
exercam seus efeitos em cofatores do HIF-1 (Huang e Bunn, 2003). Tem sido
sugerido que a sinalizagdo via MAPK afeta a atividade de transativacédo do p300,
possivelmente regulando a interagdo entre p300 e TAD-C (Sang et al.,, 2003). A
ativacdo da via da MAPK aumenta os niveis de sintese do HIF-1a (Fukuda et al.,
2002) atraves da indugao do fator de iniciagao de eucariotos elF-4E.

A cascata de sinalizacido pela PI3K representa uma outra via de fosforilagao
do HIF-1a. A proteina quinase que € ativada posteriormente a ativacao de PI3K,
conhecida como AKT, tem alguns alvos envolvidos na apoptose, no ciclo celular, e
no crescimento celular (Vivanco e Sawyers, 2002). Um dos alvos é a proteina
associada a rapamicina/FKBP [FRAP; também conhecida como mTOR (alvo da
rapamicina de mamifero)]. FRAP fosforila a proteina regulatéria da traducéo 4E-BP
que por sua vez aumenta os niveis transcricionais (Gingras et al., 2001; Raught et
al., 2001). Essa via é também regulada por PTEN, uma proteina supressora de
tumor, pela glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3), envolvida na estabilizagdo do HIF-
1a em condi¢cbes de hipdxia por mecanismos ainda desconhecidos (Mottet et al.,

2003) e pela proteina Ras, um oncogene multifuncional que pode estimular ambas




as vias da MAPK e do PI3K (Pouyssegur et al., 2002; Rodriguez-Viciana et al.,
1994).
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Figura 3. Esquema das duas principais vias de fosforilagao do HIF-1a. ERK, proteina quinase
relacionada a sinal extracelular; GSK3, glicogénio sintase quinase-3; PDK1, proteina quinase-1
dependente de fosfatidilinositol; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MEK, quinases ativadoras
de MAP-ERK; MEKK, MEK-quinase; mTOR, alvo de rapamicina de mamifero; PI, fosfatidilinositol;
PTEN, fosfatase e homodloga a tensina; p70S6K, p70 proteina ribosomal S6 quinase; 4E-BP1,
proteina ligante 4E; elF-4E, fator de iniciagdo da tradugdo eucaridtico 4E; 40S Rb Ptn S6, 40S
proteina ribosomal S6. Fonte: Hopfl et al. (2004).

A regulagdo da atividade transcricional do HIF-1a pelas MAP quinases
(proteinas quinases ativadas por mitdégeno) é ainda pouco entendida. Richard et al.
(1999) mostraram que o HIF-1a é altamente fosforilado in vivo e que as MAP
quianses p42/p44 aumentam em duas vezes os niveis de fosforilacdo do HIF-1a in
vitro. No entanto, a cascata regulatéria onde atuam p42/p44 n&o modula a
degradacao/estabilizagdo do HIF-1a (Berra et al., 2001). Sob condicbes de
normoxia, HIF-1a é constitutivamente expresso e subsequentemente hidroxilado

pela HIF-1 prolil hidroxilase (HPH) levando o HIF-1a a ser rapidamente degradado




pelo proteasoma. Essa degradagao envolve a acdo de um complexo de ubiquitina-
ligase contendo o fator von Hippel Lindau, uma proteina supressora de tumor (pVHL)
(Maxwell et al., 1999).

4.2. Hidroxilagao

Sob condigdes de normodxia, o HIF-1a € constitutivamente expresso e
subsequentemente hidroxilado por uma HIF prolil-hidroxilase (HPH) levando-o a uma
rapida degradacédo mediada pelo proteassoma. Essa degradacéo envolve a acéo de
um complexo ubiquitina-ligase contendo o fator Von Hippel Lindau, uma proteina
supressora de tumor (pVHL) (Maxwell et al., 1999). A pVHL reconhece os residuos
de prolina hidroxilados (Pro402 and Pro564) presentes no dominio ODD do HIF-1a
(Bruick e McKnight, 2001). A prolil-hdroxilase é uma dioxigenase e usa O, e 2-
oxoglutarato como substratos. Essa enzima transfere um atomo de O, para os
residuos de prolina e o segundo atomo de O, reage com o 2-oxoglutarato gerando o
succinato. Ela também requer ferro como cofator, o qual se liga ao O, quando
mantido no estado ferroso pelo ascorbato. Sua atividade ¢é suprimida pelo
decréscimo na tensao de O,. Quando HPH ¢ inibida a via de degradacao do HIF-1a
€ bloqueada, levando assim ao acumulo dessa proteina e sua migragdo para o
nucleo, onde ela ativa genes responsivos a hipdxia. Assim, HPH parece ser um
componente essencial da via pela qual as células de mamiferos “sentem” o oxigénio
(Bruick e McKnight, 2001). Esse mecanismo esta mostrado na Figura 4.

Existem trés HPH, 1, 2 e 3, conhecidas também como proteinas contendo o
dominio de prolil-hidroxilase (PHD) 3, 2 e 1 respectivamente (note que a numeragao
€ invertida). As PHDs hidroxilam prolinas especificas dentro de um dominio
altamente conservado com a seguinte sequéncia de aminoacido: LXXLAP (onde X
indica qualquer aminoacido; P, indica a prolina receptora do grupo hidroxila, L,
leucina e A, alanina) (Bruick e McKnight, 2001). Quanto a localizagéo celular, a
PHD1 encontra-se exclusivamente no nucleo, PHD2 no citoplasma e PHD3 é
encontrada em ambos citoplasma e nucleo, com predominancia no citoplasma.
Somente os niveis dos mRNA de PHD2 e PHD3 sdo induziveis por hipdxia,
enquanto os niveis de expressdo do mRNA de PHD1 independem da hipoxia
(Metzen et al. 2003).
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A interagcdo do complexo CBP/p300 com o HIF-1a é sensivel aos niveis de
oxigénio, sendo inibida apos a hidroxilagdo de um residuo de asparagina (As803) no
dominio TAD-C do HIF-1a por uma asparaginil hidroxilase (Figura 4), também
conhecida como fator inibidor de HIF-1 (FIH) (Lando et al., 2002a). Similar as prolil-
hidroxilases, FIH pertence a superfamilia das dioxigenases dependentes de 2-
oxoglutarato cuja atividade requer O, como substrato (Lando et al., 2002a; Lando et
al., 2002b). A hidroxilacdo do residuo de asparagina nio leva a degradagao do HIF-
1a e portanto n&o esta diretamente envolvida no mecanismo sensor de oxigénio. A
inibicdo da hidroxilacdo do residuo de aminoacido Asn803 permite que o TAD-C
interaja com o dominio rico em cisteina e histidina dos cofatores de transcricao,
CBP/p300 (Ema et al., 1999).
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Figura 4. Representacdo esquematica do mecanismo de regulagdo da expressdao génica do
fator 1 induzivel por hipoxia a (HIF-1a). Sob condi¢gdes de normoxia o HIF-1a é hidroxilado pelas
hidroxilases nos residuos de asparagina e prolina. Essas enzimas usam como substratos o O, e
2-oxoglutarato. O reconhecimento dos residuos de prolina hidroxilados (P402 e P564) da subunidade
HIF-1a sob condi¢cdes de normoxia se da pela proteina supressora de tumor von Hippel Lindau (VHL),
que faz parte de um complexo de proteinas, constituido pela elonguina B e C e culina 2. O HIF-1a é
ubiquitinado e entdo degradado pelo proteasoma. Sob condigdo de hipdxia: ocorre a
heterodimerizagdo das subunidades HIF-1a fosforilada e HIF-1p (ARNT) que se ligam a uma
sequéncia consenso de DNA (5'-RCGTG-3"; onde R = adenina ou guanina) que esta contida dentro
da sequéncia conhecida como elemento responsivo a hipéxia HRE, existente nos genes alvos. Fonte:
Hopfl et al. (2004).

Em condi¢gbes de hipdxia, HIF-1a transloca-se para o nucleo formando o
heterodimero com o ARNT, onde se ligam ao motivo HRE dos genes alvos. Chilov et

al. (1999) mostraram que o acumulo de HIF-1a no nucleo em células submetidas a
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hipoxia € uma caracteristica intrinsica desse fator de transcricdo ja que ele é
independente da presenca do ARNT. Sob condigdo de hipdxia, HIF-1a ndo é
degradada e assim seus genes alvos sao expressos € uma resposta fisioldgica a

concentragédo de oxigénio é ativada.

4.3. Acetilagao e Nitrosagao

Foi verificado que o residuo do aminoacido lisina 532 (K532) localizado no
dominio ODD do HIF-1a é acetilado por uma acetiltransferase chamada arrest-
defective-1 (ARD1) (Jeong et al., 2002). ARD1 foi originalmente identificada na
levedura Saccharomyces cerevisiae e recebeu este nome devido ao fendtipo de
leveduras mutantes deficientes no ciclo celular mitotico (Whiteway e Szostak, 1985).
A acetilacdo da K532 favorece a interacdo do HIF-1a com o pVHL e assim
desestabiliza o HIF-1a (Jeong et al., 2002). Uma mutagdo na K532, substituindo-a
por um residuo de arginina resulta em uma estabilidade aumentada do HIF-1a
(Tanimoto et al., 2000). Assim o residuo K532 esta envolvido na desestabilizacdo do
HIF-1a. Além disso, um aumento no estato acetilado do HIF-1a através do uso de
acido butirico, um inibidor geral de deacetilases, leva a uma diminuigado nos niveis
da proteina HIF-1a (Kim et al., 2001). A atividade das acetiltransferases n&o é
alterada pelos niveis de oxigénio. Mas os niveis do mRNA do ARD1 (e
consequentemente da proteina) diminuem sob condigdes de hipdxia, o que leva a
um menor nivel de acetilagdo do HIF-1a do que sob normdxia (Jeong et al., 2002).

O oxido nitrico (NO) promove a estabilizacdo do HIF-1a, ligacdo ao DNA e a
sua transativagao sob condigdes de normoxia. Essa acdo do NO sobre a atividade
do HIF-1a foi verificada em estudos usando as linhagens celulares: células tubulares
de suino (LLC-PKj), glioblastoma e hepatoma humanos e células endoteliais da
artéria pulmonar bovina. Essas células, quando tratadas com diversos doadores de
NO, tais como S-nitroglutationa, (Z)-1-[2-(2-aminoetil)-N-(2-amonioetil)Jamino] diazen-
1-0-1,2-diolato)  (NOC-18) e  3-[2-hidroxi-1-(1-metiletil)-2-nitrosohidrazino]-1-
propanamina (NOC-5), S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP) apresentaram um
acumulo de HIF-1a. Nesses estudos os autores verificaram niveis aumentados do
VEGF humano quando as células foram tratadas com esses compostos doadores de

NO e submetidos a condi¢des de normdxia (Brune e Zhou, 2003). Tem se tornado
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claro que além da hipdxia outros fatores contribuem para o acumulo do HIF-1a e a
transativacdo do HIF-1, algo inesperado durante a normoéxia. Entre os fatores
envolvidos, NO ganhou uma consideravel atengcdo. Sob condi¢cdes de hipoxia o NO
desfavorece o acumulo de HIF-1a, porém sob condigcdes de normdxia o NO favorece

esse acumulo e, portanto “mimetiza” a hipoxia.

5. As isoformas do HIF

Além do HIF-1a, existem dois membros adicionais da superfamilia bHLH-
PAS: HIF-2a, referido como o dominio PAS da proteina endotelial 1 (EPAS1) e HIF-
3a (Tian et al., 1997). Essas isoformas tém similaridade estrutural e s&o
classificadas como familia bHLH-PAS (Figura 5). A estrutura e fungdes do HIF-1a
foram mais extensivamente estudadas em relacdo ao HIF-2a ou -3a. Cinco
isoformas do HIF-1a sdo conhecidas: HIF-1a™ é similar ao HIF-1a tipo selvagem
(HIF-1a""T), exceto por trés pares de base adicionais, TAG entre os exon 1 e o 2.
HIF-1a”™® n3o contém o exon 14. Portanto, ele ndo possui o dominio de
transativacdo C-terminal. HIF-1a™ e HIF-1a"*® ativam o promotor de VEGF sob
condicdes de hipdxia (Gothie et al., 2000). Em contraste ao HIF-1a™ e HIF-1a",
HIF-1a®" (HIF-1aZ) e HIF-1a°'® funcionam como isoformas dominantes negativas do

HIF-1a. HIF-10Z n3o possui o exon 12 e HIF-1a°'®

nao possui os exons 11 e 12.
HIF-aZ é induzida por ions zinco (Chun et al., 2001; Chun et al., 2002). O HIF-1a"%°
contém todos os dominios funcionais de HIF-1a"", portanto, ele age como um
ativador transcricional, mas n&o contém o exon 11 no dominio ODD (Chun et al.,
2003). Os papéis das subunidades 2a e 3a sdo pouco conhecidos. Assim como HIF-
1a, HIF-2a também é regulado por hidroxilagdo enzimatica do residuo conservado
de prolina, o que causa sua degradagédo sob normoxia via complexo ubiquitina-E3-

ligase (Maxwell et al., 1999, Tanimoto et al., 2000).
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Figura 5. Isoformas da subunidade a do HIF-1 humano. bHLH, basic-helix-loop-helix; PAS,
dominio Per/Arnt/Sim; ODD, dominio de degradacdo dependente de oxigénio; NAD (ou TAD-N),
dominio de transativagdo N-terminal; CAD (ou TAD-C), dominio de transativagdo C-terminal. Fonte:
Lee et al. (2004).

HIF-3a também sofre degradagdo através da via de poliubiquinagéo/
proteasoma (Maynard et al, 2003). HIF-3a humano tem multiplos variantes
produzidos a partir de seu processamento (todos ndo contém o dominio TAD-C):
hHIF-3a1-6 (Figura 5). hHIF-3a1, 2 e 3 possuem um dominio ODD comum que inclui
o0 motivo consenso de reconhecimento da enzima prolina hidroxilase onde se liga ao
complexo VHL E3 ligase sob condigbes de normédxia. HIF-3a2 é um regulador
dominante negativo do HIF-1a. Esse variante € chamado de IPAS (proteina inibitoria
com dominio PAS), o qual previne a interagdo do HIF-1a com o HIF-1B3, porque
dimeriza-se com o HIF-1a e o complexo IPAS/HIF-1a ndo se liga aos elementos
responsivos a hipdéxia. Dessa forma o IPAS age como um antagonista do sistema
HIF-1 interferindo na expressdo dos genes alvos (Makino et al., 2002). Tem-se
sugerido que o HIF-3a4 também pode agir como um regulador negativo do HIF-1
(Maynard et al., 2003).
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O efeito dos diferentes membros da familia do HIF na expressao génica pode
ser diferente de acordo com os tipos celulares. Por exemplo, HIF-1a e -2a sao
abundantemente expressos no rim, enquanto foi verificada uma alta expressao de
HIF-3a em células Purkinje do cerebelo e epitélio da cérnea em camundongos
(Makino 2001). Estudos feitos por Sowter et al. (2003), mostraram que as fungdes do
HIF-1a e do HIF-2a sdo especificas para cada tipo celular. Por exemplo, HIF-1a é a
isoforma mais requerida para a indugédo de genes hipoxicos nas linhagens de células
de cancer de mama MDA 468 e MDA 435 e HUVECs (células do endotélio da veia
umbilical humana). Entretanto, a super-expressdo do HIF-2a, mas ndo de HIF-1a
promove o crescimento de células de carcinoma renal (Maranchie et al., 2002,
Kondo et al., 2002, Sowter et al., 2003). Numa linhagem de célula de céancer de
mama, foi mostrado que o HIF-1a tem papel predominante na indugdo de genes
hipoxicos em relagdo ao papel das demais isoformas (Blancher et al., 2000).
Enquanto o HIF-1a tem sido extensivamente estudado por sua capacidade de ativar
a transcricdo, existe um crescente interesse sobre o papel do HIF-2a e a distingao
dos papéis que as diferentes subunidades do HIF-1 tém durante o desenvolvimento
e patogénese. HIF-2a tem uma distribuicdo mais restrita dentro dos tecidos do que
HIF-1a. A proteina HIF-2a € detectada em maiores quantidades em células dos
tecidos vasculares e macrofagos da medula 6ssea (Tian et al., 1997), pulmdes,
endotélio e corpo carétido (Ema et al., 1997). Foi verificado também que o HIF-2a
media a ativacdo transcricional da expressao da eritropoietina em astrécitos
cultivados (Chavez et al., 2006). A inativagao do HIF-1a e HIF-2a causa diferentes
defeitos de desenvolvimento em embrides de camundongos e respostas distintas a
hipoxia e deprivagdo de glicose em células tronco embrionarias, sugerindo funcdes
nao redundantes do HIF-1a e 2a.

Ensaios de microarranjos e northern blot mostraram uma ampla variedade de
genes alvos do HIF-1 conhecidos, tais como VEGF e GLUT-1 os quais sao
regulados tanto por HIF-1a quanto por HIF-2a. Esses ensaios também mostraram
novos genes induziveis por hipoxia tais como, as proteinas relacionadas com a
diferenciacao dos adipdcitos, GRO-2 (proteina regulatéria do crescimento) e BIRC-3
(baculoviral IAP repeat-containing 3) (Hu et al., 2003). Uma caracteristica que
distingue HIF-1a do HIF-2a é a regulagao especifica dos genes glicoliticos por HIF-
1a. Além disso, os genes especificos de células endoteliais Tie-2 e FIK-1 parecem

ser exclusivamente regulados por HIF-2a (Hu et al., 2003; Elvert et al., 2003).
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6. Genes alvos do HIF-1

Cerca de 70 genes alvos do HIF-1 sdo conhecidos, incluindo genes que
codificam a eritropoietina (EPO), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e
enzimas (glicoliticas, como por exemplo, a fosfoglicerato quinase (PGK),
fosfofrutoquinase 1 e 2 (PFK1 e PFK2), hexoquinase 1 e 2 (HXK1 e HXK2), enolase
(ENO), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e varias outras (Semenza,
1996). Varios desses genes apresentam dois ou mais HREs funcionais em suas
regides regulatorias. Esses genes estdo listados na Tabela 1. Baseado em
resultados de microarranjo, Wenger et al. (2005) estimam que existam pelo menos
200 genes de mamiferos regulados por HIF-1, embora aparentemene nem todos
eles sejam regulados diretamente pelo motivo HRE em suas regides promotoras.
Nesse caso, outros fatores de transcricdo regulados por oxigénio e que sejam
dependentes ou independentes do HIF podem ser responsaveis pela indugéo da

transcrigdo pela hipoxia.

Tabela 1. Resumo dos genes alvos do HIF-1 de diversas espécies. Foram listados somente
aqueles genes onde foram observadas a atividade de ligagdo ao DNA no motivo HRE (através de
ensaios de EMSA) ou expressdo dos genes (através de testes de transativagdo funcional). FS,
sequéncia flanqueadora; IVS, sequéncia interveniente; UT, regido ndo traduzida; H, humano; C,
camundongo; D, Daphinia; R, rato; HC, hamster chinés; Co, coelho; V, virus. Fonte: Wenger et al.

(2005). Os genes foram listados de acordo com sua fungdes.

Seqiiéncia do HRE Localizacao Nome/Fungao Espécie

Genes envolvidos com o suprimento de oxigénio

gccctACGTGetgtcteca 3'FS +3065/+3082 Eritropoietina (eritropoiese) H
gccctACGTGcetgecteg 3'FS +359/+376 Eritropoietina (eritropoiese) C
tgcagACGTGcgtgtggg 5'FS -163/-180 Eritropoietina (eritropoiese) H
tttgtACGTGattgctgt 5'FS -252/-269 Globina-2 (transporte de O,) D
ggcctACGTGatgatage 5'FS -101/-118 Globina-2 (transporte de O,) D
gagggGCGTGtctctgee 5'FS -103/-86 Ferroquelatase (sintese de heme) H
aggacACGTGtgcgcttt 5'FS -121/-104 BCRP (ligagdo do heme) H
gaaatACGTGcgctttgt 5'FS -201/-184 Transferrina (transporte de ferro) H
tgtgtACGTGcaggaaag 5'FS -185/-168 Transferrina (transporte de ferro) H
agcgtACGTGcctcagga 5'FS -93/-76 Transferrina (transporte de ferro) H
tctgtACGTGaccacact 5'FS -3639/-3544 Ceruloplasmina (oxidase de ferro) H
tgcatACGTGggctccaa 5'FS -978/-961 VEGF (angiogénese) H
tgcatACGTGggcttcca 5'FS +61/+78 VEGF (angiogénese) R
gaacaACGTGgaattagt 5'FS +1408/+1425 FIt-1/VEGF-R1 (angiogénese) C/(H)




agtggGCGTGggaaaccyg
tagcgACGTGccgggegg
tgactACGTGctgcctag
cgtgtACGTGtgtatgtg
tgtgtGCGTGtacgtgtg
agcggACGTGcetggegtg
agaggACGTGccacgceca
aggcaACGTGcagecgga
aggcgACGTGcetgeeggg
ggcaaACGTGttcgaact
g9gacACGTGtgtgtacg
tgtgtACGTGtgtaagag
tggagACGTGcagagcat

Metabolismo celular

ggcgtACGTGcetgcaggce
ctcggACGTGactcggac
tcttcACGTGceggggacce
gagctACGTGcgcccgta
tcggtGCGTGceccagttg
accgaGCGTGtgggccce
gccggACGTGacaaacgg
gtgagACGTGceggcttce
tgccgACGTGcegceteegg
tcgcgTCGTGceaggacgt
gcaggACGTGacaaatgg
gtgagACGTGctacttcc
g9gccACGTGcgccgect
gccggACGTGgggeccca
tgagtGCGTGcgggactc
ggagtACGTGacggagcc
cctacACGTGggttceceg
agcggACGTGcegggaacce
accccACGTGgttctttg
gcgggACGTGacgcacgt
gacgcACGTGtggcagcce
ttcacGCGTGccegcetget
ccaaaCCGTGctgaccat
cacagGCGTGccgtctga
ctgatGCGTGtcagacgg
gctgtACGTGceattggaa
tgtggACGTGggaggcgy
cagtcACGTGgggggaac
ctcccACGTGggtgcagg
gg99ccACGTGagccacag
cagacACGTGtcaatgca
ccgggGCGTGggctgage

5’FS -124/-107
5FS -111/-128
5’FS -229/-212
5'FS -5375/-5358
5’FS -5381/-5364
5'FS +322/+339
5’FS +350/+333
5'FS -114/-131
5’FS -169/-151
5’FS -1106/-1089
5FS -156/-173
5’FS -202/-185
5'FS -1775/-1758

IVS1 +346/+363
5'FS -184/-201
IVS4 +124/+141
5FS -115/-132
5FS-212/-195
5’FS-208/-225
5'FS -206/-189
5’FS -173/-190
5UT +30/+13
5’FS -226/-209
5FS -217/-200
5’FS -184/-201
5'FS -590/-607
5’FS -413/-396
5’FS-386/-369
5'FS-368/-351
5'FS -89/-72
5'FS -62/-79
5'FS-91/-74
5'FS-1293/-1276
5'FS-1284/-1267
5’FS-433/-416
5'FS -146/-129
5’FS +273/+290
5'FS +300/+283
5’FS -9/-26
5'FS-198/-215
5’FS-2201/-2184
5'FS -835/-818
5’FS +749/+766
5'FS +967/+984
5’FS 1020/1037

Crescimento celular e apoptose

caactACGTGctctggtt

IVS1 +669/+652

FIk-1/VEGF-R2 ((angiogénese); HIF-2)
Leptina (metabolismo e angiogénese)
iNOS (diametro de vasos)

eNOS (diametro de vasos)

eNOS (didametro de vasos)

Heme oxigenase 1 (didmetro de vasos)
Heme oxigenase 1 (diametro de vasos)
Endotelina-1 (diametro de vasos)
Receptor a1B-adrenérgico (diametro de vasos)
Adrenomedulina (diametro de vasos)
PAI-1 (fluxo sanglineo)

PAI-1 (fluxo sanglineo)

ANP (volume do sangue)

Fosfofrutoquinase L (glicdlise)

Aldolase A (glicdlise)

Aldolase A (glicdlise)

GAPDH (glicdlise)

GAPDH (glicolise)

GAPDH (glicdlise)

Fosfoglicerato quinase 1(glicélise)
Fosfoglicerato quinase 1(glicdlise)
Fosfoglicerato quinase 1(glicolise)
Fosfoglicerato quinase 1(glicdlise)
Fosfoglicerato quinase 1(glicélise)
Fosfoglicerato quinase 1(glicdlise)
Enolase 1 (glicdlise)

Enolase 1 (glicolise)

Enolase 1 (glicélise)

Enolase 1 (glicélise)

Lactato desidrogenase A (glicolise)
Lactato desidrogenase A (glicdlise)
Glicoquinase (glicolise)

PFKFB3 (glicdlise)

PFKFB3 (glicdlise)

PFKFB4 (glicdlise)

PEPCK (gliconeogénese)

Transportador de glicose 1 (importagao de glicose)
Transportador de glicose 1 (importagao de glicose)
CAIX (regulacéo do pH)

GPx-3 (glutationa peroxidase)

CYP4B1 (sintese de eicosandide)
CYP3A6 (metabolismo de xenobidticos)
CYP2C11 (metabolismo de xenobidticos)
CYP2C11 (metabolismo de xenobidticos)

MDR1 (transportador de xenobidticos)

IGFBP-1 (fator de crescimento)
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gcaggACGTGctctggga
tgcccACGTGcetggcaag
aggacACGTGgagaggct
tcggaACGTGggccttgg
aggctGCGTGegcetggte
tgtccACGTGggggcctg
gtggaACGTGactcaaag
tctttGCGTGtgtgtgtg
ggagtACGTGggcctgtg
aaaacCCGTGcctcgaat
gctgtACGTGagcteegg
tgcgaACGTGcegcececeggt
cagggACGTGtccccagg
gaggcGCGTGcgtegega
accccGCGTGceggtcacg
ctgcaGCGTGaccgcacg
agcgcGCGTGtgggaagg
agcgcGCGTGtggtectt
agagcACGTGgcgggceca
ttcccACGTGgcggaggg
tgcgcACGTGggaagccc
gccgcACGTGecgeacge
gccgcACGTGecacacge
tacagGCGTGagccaccg
caggcGCGTGaagggcgce
tacagGCGTGcgccacca
agaggACGTGgaagggtt

Outros

tgtgcGCGTGgtgccata
acgggACGTGcagctacg
cagctACGTGcccacctc
cgaatGCGTGcegtgggatg
cacatACGTGccacagtg
acaggACGTGaggcatgt
gccagACGTGcectggagt
agctcACGTGceggaacgt
gacgcGCGTGccectgtgg
agagtACGTGctag????
tggagACGTGcgcgtect
ggttgACGTGccactaag
ACGTGacccaggg
09999ACGTGaagaaagg
tggcaACGTGttcttcac
gtcccACGTGtgaggggce
accggGCGTGgtggctca
tggggACGTGgttgtttt
tcgctACGTGcegctcagt
ggtgtACGTGcagagcge
gggctACGTGcegcetgegt

IVS1 +710/+727
IVS1 +928/+911
5’FS -6280/-6263
5'FS -5200/-5217
5’FS -89/-72
5'UT +348/+331
5’FS -3736/-3753
5'FS -1549/-1566
5’FS -133/-116
5’FS -377/-360
5'FS +265/+248
5'FS -450/-433
5'FS -1243/-1226
5’FS -1292/-1309
5'FS -220/-203
5FS -197/-214
5'FS +142/+159
5’FS +342/+359
5'FS -222/-205
5’FS -169/-152
5'UT +40/+57
5’FS -238/-221
5'FS -250/-233
5’FS -1288/-1271
5'FS-139/-122
5'FS?

5'FS -399/-382

5FS -1197/-1184
5’FS -1180/-1167
5'FS -1170/-1157
5'FS -729/-712
5'FS -1884/-1891
5’FS -336/-353
5'FS -461/-444
5’FS -297/-314
5'FS -277/-260
5’FS -101/-114
5'FS -235/-218
5’FS-321/-338
5UT -5/+13

5’FS -707/-690
5'FS -403/-420
5'FS -253/-236
5'FS -868/-851
5’FS -121/-138
5'FS -75/-92
5’FS -417/-400

IVS1 +12583/+12600

IGFBP-1(fator de crescimento)

IGFBP-1 (fator de crescimento)

TGF-B3 (desenvolvimento da placenta)
TGF-B3 (desenvolvimento da placenta)
TGF-B3 (desenvolvimento da placenta)
Endoglina (co-receptor de TGF-B)

CTGF (fator de crescimento do tecido conectivo)
CTGF (fator de crescimento do tecido conectivo)
ITF (funcdo da barreira intestinal)

CD73 (fungao da barreira intestinal)
RORGa4 (receptor 6rféo relacionado ao RA)
RTP801/REDD1 (crescimento celular)
SDF-1 (quimiocina CXCL12)

CXCR4 (receptor de quimiocina)

Nur77 (receptor 6rfao de esterdide)

Nur77 (receptor 6rfao de esteroide)

met (protooncogene)

met (protooncogene)

Wt1 (supressor de tumor Wilms)

TERT (telomerase)

TERT (telomerase)

NIP3 (pro-apoptoético)

BNIP3 (pro-apoptoético)

Noxa (pro-apoptético)

PP5 (anti-apoptético)

? Mcl-1(anti-apoptético)

Nucleofosmina (inibicdo da p53)

Cited2/p35srj (cofator transcricional)
Cited2/p35srj (cofator transcricional)
Cited2/p35srj (cofator transcricional)
ID2 (repressor transcricional)

ID2 (repressor transcricional)

ETS-1 (fator transcricional)

DEC1 (fator transcricional)

DEC2 (fator transcricional)

DEC2 (fator transcricional)
Retrotransposon VL30

H Herpesvirus 8 ORF34

B19 eritrovirus

CD18 (adesao de leucdcitos)
GRP94 (chaperona)

GRP94 (chaperona)

GRP94 (chaperona)

Furina (proproteina convertase)
MT1 (metaloproteinase da matriz)
Colageno prolil 4-hidroxilase (I)
PHD2 (sensor de Oy)

PHD3 (sensor de O,)
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HIF-1 se liga aos genes alvos em sitios contendo o centro de reconhecimento
5'-RCGTG-3' (Semenza, 1996). A presenga dos sitios de ligagdo do HIF-1 (HBS) &
necessaria, mas nao suficiente para a expresséo dos genes em resposta a hipoxia,
indicando que o HIF-1 deve interagir com outros fatores de transcri¢ao ligados a
sitios adjacentes (Elbert e Bunn, 1998). Além disso, foram descobertas outras
proteinas que interagem com HIF-1a, tais como os coativadores CBP, p300 e HNF4
e as proteinas Hsp90, p53, dentre outros (Semenza, 2001). A tabela 2 mostra as

proteinas que interagem com o HIF-1a (Wenger et al., 2005).

Tabela 2. Proteinas que interagem com o HIF-1a. Relacdo das proteinas que interagem com o HIF-
1a para regular sua estabilidade ou sua atividade transcricional. A regulacdo do HIF-1a se da por
modificagdes covalentes tais como hidroxilacdo, ubiquitinagcdo, acetilagdo, fosforilagdo ou pela
protecédo estérica da modificagcdo/ degradagdo. Um outro grupo de proteinas que interagem com o
HIF-1a sdo os cofatores transcricionais que aumentam a transcricdo génica, geralmente de uma
maneira gene especifica. Fonte: Wenger et al. (2005) (modificado).

Proteinas envolvidas nas modificagées pos-transcricionais do HIF-1a e sua estabilidade

PHD1/HPH3 Hidroxilagao de prolina
PHD2/HPH2 Hidroxilagao de prolina
PHD3/HPHA1 Hidroxilagéo de prolina

FIH Hidroxilacdo de asparagina
VHL Ubiquitinagéo

VLP Homélogo do VHL negativo dominante
VDU2 Deubiquitinagao

ARD1 Acetilagéao

PSMA7 Degradagao pelo proteasoma
p42/p44 ERK Fosforilagdo

GSK-3 Fosforilagéo

DNA-PKcs, Ku70 e Ku80 Fosforilagao

Proteinas envolvidas na estabilidade do HIF-1a

HSP90 Enovelamento/estabilidade

HSP70 Enovelamento/estabilidade

p53 Estabilidade da proteina

Mdm2 Estabilidade da proteina

Jab1/CSN5 Estabilidade da proteina

SUMO-1 Estabilidade da proteina?/atividade transcricional?
0S-9 Estabilidade da proteina

Per1 Estabilidade da proteina

ERa Estabilidade da proteina

Cofatores transcricionais do HIF-1a
ARNT

Heterodimerizagédo
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CBP/p300 Histona acetiltransferases; coativadores

SRC-1 Histona acetiltransferases; via CBP

TIF2 Histona acetiltransferases

HDAC7 Histona deacetilase; coativadora

HDAC1, 2, 3 Histona deacetilases; via VHL e FIH

Ref-1 Reducéo de cisteina (regulagdo do estato redox)
HNF4 Gene alvo—especifico

Smad3 Gene alvo—especifico

STAT3 Gene alvo—especifico

C/EBPa Gene alvo—especifico

Ets-1 Gene alvo—especifico; Flk-1; HIF-2a—especifico
Myc Neutralizado pelo HIF-1a

p14ARF Sequestro nucleolar

HBx Recrutamento de CBP

Brm Remodelamento da cromatina

Brg-1 Remodelamento da cromatina

TRIP230 Interage com ARNT; coativador

pRB Ativador de HIF

NEMO HIF2-a—especifico

A identificacdo de genes alvos do HIF-1 tem sido feita usando-se varias
estratégias, incluindo: (1) identificacédo de genes que contém os motivos de ligagcéo
do HIF (HREs); (2) comparagao dos padrdes de expressao génica entre células tipo-
selvagem para a expressdao do HIF-1a com células que nado expressam essa
proteina ou ainda através de técnicas de RNA de interferéncia (RNAI); (3) varredura
dos niveis aumentados de expressdo génica usando células que ndo expressam
VHL ou células transfectadas com vetores que expressam a subunidade HIF-1a. Os
genes transcricionalmente ativados pelo HIF-1 participam de diversos processos
celulares e codificam proteinas que residem em diferentes compartimentos celulares
(por exemplo, fatores transcricionais nucleares, proteinas ligadas a membrana,
proteinas citossolicas e fatores de crescimento secretados) (Bracken et al., 2003;
Semenza, 2003).

Sob condigdes severas de hipdxia, a geragao de ATP a partir da fosforilagao
oxidativa é substituida pela geragdo menos eficiente de ATP através da glicolise
anaerdbica. Dessa forma, o fornecimento de ATP para a sintese de proteinas pode
cair até 7% em relagdo as células expostas a condigbes de normoéxia. Para
compensar o decréscimo de ATP normalmente fornecido pela fosforilagdo oxidativa,
HIF-1 ativa genes-chaves envolvidos no transporte de glicose e glicdlise, tais como o

transportador 1 e 3 de glicose (GLUT-1 e 3), fosfofrutoquinase L (PFK),
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fosfoglicerato quinase 1 (PGK1) e lactato desidrogenase-A (LDH) (Bracken et al.,
2003; Semenza, 2003). Muitos fatores pro-angiogénicos tais como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformante (32
(TGF-B2), receptor do VEGF, ( conhecido também como Flt-1), fator de crescimento
basico de fibroblasto (bFGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-b)
sdo induzidos por HIF-1 para promover a formac¢ao de vasos. Outros genes ativados
pelo HIF-1 incluem fatores que regulam a proliferagdo e sobrevivéncia celular,
apoptose, motilidade e estrutura do citoesqueleto, metabolismo da matriz
extracelular, ténus vascular, metabolismo de nucleotideos, adipogénese,
desenvolvimento de células B e resisténcia a drogas. Fatores de transcricdo como
AP-1, CREB, GATA-1 e GATA-2 sdo também alvos do HIF-1 e que posteriormente
regulam uma variedade de genes que promovem a diferenciagdo e sobrevivéncia
celular (Semenza, 2003). Enquanto HIF-1 permanece como o regulador
predominante da expressdo génica durante a hipdxia, existem dados que mostram
mecanismos da regulagéo transcricional em resposta ao oxigénio independente do
HIF-1. Por exemplo, NF-kB e AP-1 induzem a expressdo de um conjunto de genes
tais como, citocinas pré-inflamatérias, fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina B (IL-B), endotelina e fator de crescimento B derivado de plaquetas sob

condicdes de hipdxia (Bandyopadhyay et al., 1995).

7. Envolvimento do HIF-1 na apoptose e resposta adaptativa

Apoptose, também chamada de morte celular programada, € critica n&o
somente durante o desenvolvimento e homeostase dos organismos, mas também na
patogénese de uma variedade de doengas humanas, incluindo cancer, doengas
auto-imunes, infecgdes virais e desordens neurodegenerativas (Inohara et al., 1997).
A iniciacdo da apoptose em eucariotos superiores € um processo altamente
coordenado e regulado. Em metazoarios ela pode ser induzida ou suprimida por
varios sinais envolvendo interagdes entre moléculas extracelulares e vias
intracelulares de transducao de sinal. Varias moléculas intracelulares participam nos
processos de salvamento ou suicidio da célula. Dentre as proteinas que participam
no processo de salvamento podemos citar as proteinas da familia Bcl-2 (Bcl-2 e Bcl-

xL). Outros membros da familia Bcl-2, tais como, Bax, Bak e Bid atuam induzindo a
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apoptose. Enzimas proteoliticas chamadas caspases (ou proteases ICE — enzima
conversora de interleucina 1), a proteina p53 e o citocromo ¢ (quando presente no
citoplasma) também estdo envolvidos no suicidio da célula (Raff, 1998). Em
mamiferos, Bcl-2 parece inativar Bax pela formagdo de um heterodimero Bcl-2/Bax
(Jurgensmeier et al., 1997). O efeito anti-apoptético de Bcl-2 parece ser,
parcialmente, devido as suas propriedades antioxidantes (Kane et al., 1993).

HIF-1, centralmente envolvido na manutengdo da homeostase fisioldgica de
oxigénio, também é ativado na maioria dos tumores. A ativagcdo do HIF-1 ocorre
como resultado da hipdxia dentro de tumores sélidos. O HIF-1 afeta o padrdo de
expressdo génica e crescimento tumoral, embora efeitos variem entre tipos
diferentes de tumores. A hipdxia microambiental que aumenta em consequéncia do
desenvolvimento de um tumor sélido age para promover o crescimento do tumor. A
hipoxia induz a expressdo de componentes chaves das cascatas de sinalizagao
angiogénica e apoptotica, da via glicolitica e varias proteinas do controle do ciclo
celular (Knowles e Harris, 2001).

A hipdxia é capaz de suprimir os efeitos apoptdoticos da falta de soro em
células endoteliais e tumorais através da inducéo de VEGF (Gupta et al., 2000). A
hipdxia em células HepG2 inibe a apoptose, reduz a taxa bax:bcl2, diminui a
liberagao de citocromo c para o citoplasma e a atividade de caspase 3. Estes efeitos
sao bloqueados pelo anticorpo anti-VEGF ou inibidores de sinalizagcao de receptores
tirosina quinase. Células-tronco embrionarias deficientes na expressao de HIF-1a
foram geradas para estudar o efeito de HIF-1 em tumores solidos (Carmeliet et al.,
1998). Estas células foram injetadas subcutaneamente em camundongos que né&o
expressam HIF-1a (null) e observou-se uma menor formagao do sistema vascular
em tumores que nao expressavam HIF-1a, quando comparados com tumores onde
HIF-1a. recombinante foi introduzido e se expressava normalmente. Observou-se
que a proliferacao celular foi comparavel nos dois tumores com duas semanas de
crescimento, mas foi significativamente maior em tumores que ndo expressavam
HIF-1a no periodo de 4 a 7 semanas. Em tumores que expressavam HIF-1a
recombinante a proliferacao celular foi minima sob condi¢cdes de hipdxia. No entanto,
em tumores que nao expressavam HIF-1a, a hipdxia estimulou a proliferagdo. A
perda de HIF-1a afetou o crescimento dos tumores pela progressédo seletiva de

células que proliferavam intensamente, como ocorre na auséncia de p53. A
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apoptose foi consistentemente menor em tumores que nao expressavam HIF-1a do
que em tumores que expressavam HIF-1a recombinante. Neste caso o sistema HIF-
10 afeta o crescimento dos tumores induzindo a apoptose em suas células
constituintes (Carmeliet et al., 1998).

Em linhagens de células de mamiferos, a atividade de HIF-1a pode ser
induzida por hipdxia, cloreto de cobalto (CoCl,) (Ho e Bunn, 1996), desferrioxamina
(Woo et al., 2006), alteragdes no estado redox celular (Yang et al., 2003) e
fosforilacdo do HIF-1a (Mylonis et al., 2006, Kwon et al., 2005). Quando as células
sao expostas a hipdxia severa, o mecanismo de protecdo adaptativa iniciado pelo
HIF-1 n&o é suficiente, resultando em apoptose celular. Surpreendentemente, HIF-1
parece estar envolvido tanto na iniciacdo da apoptose quanto na iniciacdo de uma
resposta adaptativa. Assim, hipoxia e mais especificamente o HIF-1a exercem
efeitos pro- ou anti-apoptoticos. Pelo menos dois mecanismos podem explicar o
papel do HIF-1 na inducdo da apoptose. Primeiro, foi verificado sob condi¢cbes de
hipéxia o aumento da expressdo de Nip3, uma proteina pro-apoptética membro da
familia Bcl2. Isso ndo ocorre em células deficientes em HIF-1a. Foi verificado
também que Nip3 é constitutivamente expressa sob condicbes de normdxia em
células que nao expressam o fator VHL e portanto ndo degradam o HIF-1a (Sowter
et al., 2001). Bruick (2000) demonstrou a presenga de um HRE funcional no
promotor de Nip3. O segundo mecanismo pode se dar pela hipdxia mais prolongada
ou mais severa e resulta da associacdo do HIF-1a na forma defosforilada com a
proteina p53 (Suzuki et al., 2001). Sob condi¢ées de hipdxia a proteina p53, um
potente fator de transcrigao, se torna estavel e pode ativar genes alvos que iniciam a
morte celular, como por exemplo a proteina Bax. Por outro lado, os efeitos anti-
apoptoticos sédo evidenciados em niveis de hipoxia que levam a ativagao do HIF-1a
(forma fosforilada) via dimerizacdo desta molécula com ARNT e aumento adaptativo
na transcricao génica (Piret et al., 2002). Esses mecanismos propostos por Piret et

al. (2002) estao ilustrados na Figura 6.
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Hipoxia, Anoxia

Mcl-1

Anti- Sobrevivéncia Apoptose
apoptose adaptativa

Figura 6. Representacdo esquematica dos efeitos pro- e anti-apoptéticos do HIF-1. Modelo
proposto por Piret et al. (2002).

8. Estresse oxidativo

Para a maioria dos organismos na terra, a vida seria impossivel sem o
oxigénio (O2). Animais e uma consideravel parte de microrganismos dependem de
oxigénio para uma produgéao eficiente de energia na forma de ATP. Com a evolugéo
das cianobactérias, ha mais de 2,5 bilhdes de anos atras, e seguindo o advento da
fotossintese, mudancas consideraveis ocorreram na atmosfera primitiva,
predominantemente redutora (rica em Hy) ou neutra (CO; e N2) que se tornou mais e
mais oxidativa (Gille e Sigler, 1995). Todos os organismos aerdbicos podem estar
expostos ao estresse oxidativo, causado por espécies reativas de oxigénio (EROs).

Essas espécies sao formadas durante o metabolismo normal da célula, quando
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ocorrem mudancas na tensao de oxigénio (Steels et al., 1994) ou pela reducéao
incompleta do oxigénio molecular até a agua na cadeia transportadora de elétrons
(CTE). EROs também podem ser formadas pela exposigdo das células a radiagao
ionizante, quimicos do ciclo redox presentes no ambiente ou exposicao a metais
pesados (Jamieson, 1998). Através destes mecanismos, todos os organismos
aerobicos sdo continuamente expostos a oxidantes reativos e o estresse oxidativo
ocorre quando a concentragcdo destes oxidantes aumenta além da capacidade de
tamponamento da célula. Dado a natureza ubiqua das EROs, ndo é surpreendente
gue a maioria (se nao todos) os organismos tenham desenvolvido uma maneira de
proteger seus componentes celulares contra oxidantes reativos (Jamieson, 1998).

O oxigénio molecular (O2), uma molécula relativamente ndo reativa e
inofensiva em seu estado basal, é capaz de sofrer excitagdo ou redugao parcial para
formas altamente reativas, que incluem o radical superoxido (O;*), o radical hidroxil
(*OH), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e hidroperdxidos de lipidios. Essas espécies
reativas sao capazes de danificar constituintes celulares tais como o DNA, lipidios e
proteinas (Turton et al., 1997). Fosfolipidios de membranas sado particularmente
susceptiveis ao ataque de radicais livres derivados do oxigénio, devido a abundancia
de acidos graxos polinsaturados (AGPI) e a alta solubilidade do oxigénio molecular
em membranas (Steels et al., 1994). Consequentemente todas as células vivas
estado sujeitas a condigbes de estresse e mostram respostas moleculares a essas
condigdes adversas (Mager e Ferreira, 1993).

EROs sao formadas em qualquer organismo exposto ao oxigénio molecular e
parecem ter papel crucial na apoptose (Ghibelli et al., 1995 ). As mitocdndrias sao as
maiores fontes de producdao de radical superoxido. Durante a transferéncia de
elétrons para o oxigénio molecular, 1 a 5 % do O, consumido na CTE mitocondrial
participa na formagdo de O,". Qualquer fator que diminua a eficiéncia de
acoplamento dos elétrons a CTE mitocondrial pode, portanto, aumentar a produgao
de radicais superoxidos (Green e Reed, 1998). Os niveis de radicais superoxidos e
de peroxidacgao lipidica aumentam durante a apoptose induzida por varios estimulos.
No entanto, a geragdao de EROs em alguns casos, pode ser um evento relativamente
tardio, ocorrendo apos as células terem iniciado o processo de ativagédo de caspases
(Green e Reed, 1998). Com essas considerag¢des, foi sugerido que pelo menos

algum estimulo apoptético funciona em condi¢gdes de andxia ou hipdxia, implicando
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que a formagao de EROs nao € um evento “sine qua non” de apoptose. No entanto,
EROs podem ser gerados sob condigdes de anaerobiose praticamente total, e assim
suas fungdes na apoptose ndo podem ser excluidas somente com essas

consideragdes (Green e Reed, 1998).

8.1. Papel do estresse oxidativo na regulacédo do HIF-1

Embora o HIF-1 tenha sido inicialmente descrito como o fator de transcricdo
regulado pela hipoxia, existem agora crescentes evidéncias de que o HIF-1 é
também responsivo a uma variedade de estimulos ndo hipoxicos. Entre esses
estimulos podemos citar a insulina (horménio) (Zelzer et al., 1998), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), TGF- e IGF-1 (fatores de crescimento )
(Richard et al., 2000; Fukuda et al., 2002), trombina (fator de coagulacao) (Gorlach
et al., 2001), peptideos vasoativos tais como angiotensina Il (Richard et al., 2000),
citocinas (Stiehl et al., 2002), ou carbacol que ativa os receptores de acetilcolina
muscarinicos (Hirota et al., 2004). Além disso, foi mostrado que o HIF-1 & ativado
por metais tais como, cobalto, cromo, niquel e arsénio (Duyndam et al., 2001; Gao et
al., 2002) como também por estresse mecéanico (Kim et al., 2002). Sabe-se que
quando o ion ferro é quelado, por exemplo, pela ciclopirox oalamina (CPX), os niveis
de HIF-1a aumentam significantemente em células do corpo carétido de ratos, ja
que o ferro € um cofator para as HPHs (Baby et al., 2003). Assim, o HIF-1a n&o é
alvo de hidroxilagao pelas HPHs e nao é entdo, levado a degradagao. No entanto, os
mecanismos pelos quais esses estimulos ndo hipoxicos induzem o HIF-1 ndo séo
completamente conhecidos, embora algumas evidéncias apontam para o papel dos
EROs como mensageiros regulando a atividade do HIF-1. Os estimulos ndo

hipéxicos que levam a inducao do HIF-1 estao descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Estimulos que induzem a expressio do HIF-1a, sua ativagdo ou ambas,

independentemente de condigdes de hipoxia. Fonte: Wenger et al. (2005).

Proteinas

Insulina, IGF-1, IGF-2, bFGF, EGF, HGF, PDGF, TGF-B, II-18, TNF-a, Angiotensina I, Endotelina-1,
Thrombina, Heregulina, Nur77, Antigenos (receptor de células T)

Moléculas pequenas
Androgenos, horménio tireoidiano, Acetilcolina, FSH, Serotonina, NO, EROs (células junD™), LPS

Infecgao viral
Virus Epstein-Barr , Virus da Hepatite B, Virus da Herpes

Estimulo fisico
Calor, Estresse mecanico

ions
Fe’+ quelado, Co’+, Ni*+, Ca’+, Cu®+, Zn+, As+lll, Cr+VI, H+ (pH)

8.2. EROs como moléculas sinalizadoras

Em células de mamiferos EROs podem ser formados em resposta a agentes
toxicos ou como produtos de enzimas que utilizam o O, tais como, enzimas da
cadeia transportadora de elétrons, via do acido aracdénico, a familia das citocromo
P450, glicose oxidase, aminoacido oxidases, xantina oxidase, NADH/NADPH
oxidases ou NO sintases (Finkel, 2001, Cai e Harrison, 2000). A transferéncia de um
elétron para o O, resulta na producgao do radical superoxido (O,) que pode levar a
formacao de outros EROs tais como peroxido de hidrogénio (H2O3), radical hidroxil
(‘OH), peroxinitrito (ONOO"), acido hipoclérico (HOCI) e oxigénio singlete ('0.). Sob
condigdes fisioldgicas normais, a formagdo de EROs é contrabalancada pelos
sistemas de defesa antioxidantes enddégenos tais como superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase, peroxiredoxinas, tioredoxinas e
antioxidantes de baixa massa molecular.

A reducdo da expressao dos genes alvos do HIF-1 quando células sé&o
tratadas com agentes oxidantes sob condi¢gdes de hipdxia sugere que o HIF-1 é
sensivel ao estado redox. A primeira evidéncia veio de experimentos onde o HIF-1
purificado foi tratado com H,O, e com diamina (agente oxidante) os quais aboliram a
capacidade ligante do HIF-1 ao DNA. Além disso, foi observado que a alquilagdo dos
grupos sufidril livres leva a perda da atividade ligante do HIF-1 ao DNA. Esse efeito

foi evitado quando o agente redutor ditiotreitol foi adicionado previamente ao sistema
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oxidativo (Wang et al., 1995a), sugerindo que HIF-1 requer condigdes redutoras para
exercer sua atividade ligante. De fato, o fator 1 redox (Ref-1), uma proteina com
funcdo de endonuclease e proteina regulatéria do estado redox e seu regulador, a
tioredoxina (Trx), aumentam a atividade e niveis de proteinas do HIF-1 sob
condigdes de normoxia e hipdxia, respectivamente (Huang et al., 1996; Welsh et al.,
2002). Ref-1 se liga aos dominios TAD-N e TAD-C do HIF-1a com um efeito
predominante no TAD-C (Ema et al., 1999; Carrero et al., 2000). Dentro desse
dominio, os estados de oxidagao/reducao da cisteina 800 no HIF-1a e cisteina 848
no HIF-2a sao criticos para a transativagao e recrutamento do CBP/p300, SRC-1 e
Tie-2 (Huang et al., 1996; Carrero et al., 2000). Evidéncias adicionais de que o H,0O,
e outros EROs exercem um papel importante na regulagdo do HIF-1 vieram de
experimentos onde células Hep3B crescidas sob condigdes de hipoxia e tratadas
com H,O, apresentam uma desestabilizacdo do HIF-1a (Huang et al., 1996). O
mesmo foi observado em células HeLa com relacdo ao HIF-2a (Wiesener et al.,
1998).

Varios mecanismos tém sido postulados para explicar a participacdo da CTE
mitocondrial na estabilizagdo do HIF-1a (Chandel et al., 2000). Uma grande questao
que se tem levantado a esse respeito € a de como a geragao de EROs mitocondrial
esta ligada a estabilizagdo do HIF-1a. Estudos mostraram que a ativagao das vias
envolvendo Rac, Rho, ¢c-Src e p38 MAPK sob condi¢cdes de hipdxia é prevenida por
antioxidantes ou inibidores da CTE (Wang et al., 1995b). Além disso, estratégias
genéticas que diminuem Rac, Rho, Src e p38a MAPK previnem a estabilizacao do
HIF-1a sob condi¢cdes de hipdxia (Bell et al, 2005). Bell et al. (2005) propuseram um
modelo onde a hipdxia estimula a producdo de radicais superéxidos pela CTE
mitocondrial os quais sao liberados dentro do citosol e convertidos a H;O,. O
aumento de H,0O, potencialmente resultaria em uma ativacdo da p38 MAPK
dependente de Src-Rac. Nesse caso, essa ativagao preveniria a hidroxilagdo do HIF-
1a pela inibicdo das prolil hidroxilases, permitindo que o HIF-1a n&o seja degradado

pela via VHL/proteassoma.
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9. Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae é um eucarioto unicelular conhecido também como levedura de
padeiro (baker’s yeast). Leveduras tém similaridades marcantes com células de
mamiferos em niveis de macromoléculas e de organelas. Tem sido mostrado que
um grande numero de proteinas de leveduras possuem funcionalidade altamente
conservada com proteinas homologas humanas. Assim, é valioso o uso de
leveduras como sistema modelo que tem dado uma contribuigdo relevante para o
entendimento de diversos mecanismos moleculares em células humanas. O
envolvimento do estresse oxidativo no envelhecimento, apoptose e um numero
significante de doencas levou a caracterizacdo dos sistemas antioxidantes e a
elucidacao de seu papel fisiolégico. Estudos usando leveduras tém contribuido para
elucidar o papel das espécies reativas de oxigénio em doencgas relacionadas ao
estresse oxidativo, tais como esclerose lateral amiotréfica (ALS) e ataxia de
Friedreich (FRDA) (Costa e Moradas-Ferreira, 2001).

A esclerose lateral amiotréfica €& uma doenga neurodegenerativa
caracterizada pela degeneragao seletiva dos neurdnios motores. Foi verificado que
mutagdes na enzima antioxidante superoxido dismutase contendo cobre e zinco
(CuzZnSOD) participa no desenvolvimento da esclerose lateral amiotrofica familiar
(FALS). A ataxia de Friedreich € uma doenga neurodegenerativa hereditaria que
afeta o sistema nervoso e o coragdo. E caracterizada pela deposicdo de ferro,
deficiéncia em enzimas mitocondriais e hipersensibilidade ao estresse oxidativo.
Essa doenga resulta de uma deficiéncia em frataxina, uma proteina mitocondrial,
codificada no genoma nuclear. Os estudos com o homodlogo da frataxina em
leveduras (Yfh1p) sugerem que esta proteina € um ligante de ferro que exerce um
papel chave na regulagdo da homeostase de ferro e resisténcia ao estresse
oxidativo. A ruptura do gene YFH1 causa um acumulo de ferro na mitocéndria, niveis
aumentados de EROs e perda da fungdo mitocondrial devido a mutacdées no DNA
mitocondrial (Costa e Moradas-Ferreira, 2001). Isto exemplifica como estudos com
leveduras ajudam a desvendar a fungao de proteinas humanas.

Em leveduras, assim como em bactérias e células de mamiferos, variagdes
nos niveis de oxigénio podem levar a uma resposta celular. Os mecanismos
envolvidos na sensibilidade ao oxigénio e sinalizagado intracelular sdo melhor

elucidados em procariotos. Apesar do entendimento da regulagao transcricional dos
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genes responsivos ao oxigénio em ceélulas eucaridticas ter aumentado nos ultimos
anos, muitos aspectos necessitam a ser explicados. S. cerevisiae é um sistema
modelo ideal para se responder essas questdes. As células da levedura
S. cerevisiae sdo anaerodbicas facultativas, que respiram na presenga de oxigénio,
mas fermentam sob condicdes de anaerobiose. Varios genes sao diferencialmente
expressos quando as células de leveduras sao expostas a diferentes concentragcoes
de oxigénio, permitindo que estas regulem eficientemente o metabolismo celular nas
de respiracao e fermentagao (Zitomer e Lowry, 1992).

Os genes em S. cerevisiae que respondem as mudangas nas tensdes de
oxigénio sao classificados basicamente em duas categorias: genes aerdbicos: genes
que sao constitutivamente expressos sob condi¢gdes normais de aeragdo, mas sao
reprimidos quando as células sdo submetidas a baixos niveis de oxigénio. A outra
classe sdao o0s genes hipdxicos, que sao reprimidos sob condigcbes normais de
oxigénio e sao induzidos sob baixos niveis de oxigénio. Foi mostrado que as
expressdes de muitas proteinas de S. cerevisiae sao afetadas por diferentes niveis
de oxigénio. Dentre essas proteinas podemos citar, proteinas envolvidas na cadeia
respiratoria, na sintese de heme, na captacdo de esterdis e metabolismo de acidos
graxos insaturados (Burke et al., 1997; Kwast et al., 1999; Alimardani et al., 2004;
Vasconcelles et al., 2001; Poyton e Burke, 1992).

ter Linde e colaboradores (1999) descreveram as analises do genoma
transcricional de células de S. cerevisiae crescidas em quimiostato em condicbes
aerobicas e anaerdbicas baseados em resultados de Northern blot. Eles
encontraram que 5.739 (93%) das 6.171 ORFs (open reading frames) foram
transcritas em niveis detectaveis e similares sob ambas condig¢es.
Aproximadamente 4% (219) do total dos genes analisados apresentou um aumento
na transcricdo em mais de 3 vezes sob condi¢cbes aerdbicas e aproximadamente
2,5% (140 genes) apresentou um aumento na transcricdo em mais de 3 vezes sob
condigdes anaerobicas, a maioria deles com fungdo desconhecida. Poucos genes
apresentaram inducdo maior que 10 vezes.

Os efeitos do oxigénio nas concentragdes intracelulares de muitas proteinas
sdo exercidos através da transcrigdo de seus respectivos genes. Por exemplo, ANB1
tem sua expressdo aumentada em condi¢cdes anaerdbicas (Zitomer e Lowry, 1992),
assim como AAC3 (Sabova et al., 1993), que codifica uma proteina envolvida na

expressdao do translocador ATP/ADP mitocondrial. HEM13, uma proteina que
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participa no metabolismo do heme (Amillet et al., 1996), e OLE1, gene que codifica a
enzima A9 acido graxo desaturase (Vasconcelles et al., 2001), importante na sintese
de acido graxos insaturados (ex: acidos palmitoleico e oléico), também mostram
niveis aumentados de expressao sob condi¢des anaerdbicas. Foi descrito que nao
apenas a hipoxia, mas também o cobalto e o ferro podem levar a expressao de
OLE1 em células de leveduras. Um estudo da estrutura do gene OLET revelou a
presenca de um elemento de resposta a baixos niveis de oxigénio (LORE), o qual foi
também identificado em outros genes de levedura, tais como ATF1, TRX2, SUTT,
TIR1, FTR1, MET22, FKH1 e RPL35A. Usando oligonucleotideos correspondentes
ao motivo LORE e extratos de células de leveduras submetidas a baixas tensdes de
oxigénio, os autores demonstraram atividade ligante de proteinas enddégenas a
essas sequéncia de DNA. No entanto, através de uma analise de Northern Blot
usando RNA de células submetidas a hipdxia, foi verificado apenas a inducao
significativa dos genes ATF1, TRX2 e SUT1. Os niveis de mRNA do gene RPL35A
nao mudaram e do gene FTR1 tiveram uma reducao (Vasconcelles et al., 2001).

Embora a sequéncia do motivo LORE (ACTCAACAA) presente em
S. cerevisiae, seja funcionalmente similar ao elemento responsivo a hipdxia-HRE
(BRCGTGVBBB) presente em genes de mamiferos, uma analise dessas sequéncias
mostrou que nao ha similaridade significativa entre esses dois motivos (Vasconcelles
et al., 2001). Apesar disso e do fato de que leveduras ndo codificam o HIF-1, ndo
esta claro se existe uma proteina funcionalmente homdloga que ative genes
hipdxicos de leveduras.

E sabido que a ativagdo de genes hipdxicos em células de leveduras e de
mamiferos ocorrem em diferentes concentra¢des de oxigénio; 0,2% O, em leveduras
(Kwast et al., 1999; Emerling e Chandel, 2005) e 0,5% a 5% O, em células de
mamiferos (Jiang et al., 1996). Muitos dos genes induzidos em condi¢des de hipoxia
e andxia em células de mamiferos sao regulados pelo fator de transcrigdo HIF-1 e
HIF-2, mas ainda n&o esta claro como a hipoxia € detectada por um sensor de
oxigénio para ativar genes regulados por HIF-1. A estabilizag&o e ativacdo do gene
HIF-1a comega quando a concentragcdo de oxigénio alcanga aproximadamente 5%
com aumento da atividade desse fator de transcricdo quando os niveis de oxigénio
caem ainda mais. Sob hipdxia, varios genes sao induzidos, muitos deles participam
nas vias de sobrevivéncia celular e pro-angiogénica as quais capacitam as células a

recuperarem o0s niveis de O,. Diferentemente, S. cerevisiae € um eucarioto
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unicelular anaerdbico facultativo, sendo capaz de sobreviver sob total auséncia de

oxigénio.

10. Contextura dos tépicos do trabalho

A sequéncia de eventos que leva a ativacdo do HIF-1a e aos efeitos
paradoxais (atuando como fator pro- e anti-apoptético) do HIF-1 nédo é
completamente entendida. Nem esta claro como os mecanismos dependentes e
independentes de oxigénio contribuem para as modificagdes poés-traducionais do
HIF-1a, sua translocagcdo para o nucleo, sua heterodimerizacdo com o ARNT,
ligacdo ao DNA nas regides regulatérias de genes alvos e recrutamento de
cofatores. Recentemente, Chachami et al. (2005) demostraram que o HIF-1a e
ARNT humanos sao capazes de formar o heterodimero e se ligar ao DNA quando
co-expressos em bactéria, a qual ndo é capaz de inserir as modificacbes pds-
traducionais normalmente introduzidas na proteina HIF-1a. Esses resultados indicam
que as modificagdes pos-traducionais sdo importantes, mas nao necessarias para a
heterodimerizacdo e ligacdo do HIF-1 ao DNA. Essas modificagdes devem ser
requeridas para processos mais tardios na cascata de sinalizagao.

Embora Escherichia coli ainda seja a principal escolha para a produgao de
proteinas heterdlogas, a levedura S. cerevisiae tem outras caracteristicas mais
atrativas. Em contraste a E. coli, os mecanismos de modificagdes pds-traducionais
disponiveis em leveduras tém permitido a expressao de varias proteinas humanas
ou proteinas de patégenos humanos, com modificagdes adequadas. Por exemplo, a
levedura S. cerevisiae esta sendo usada para investigar a fungcdo detalhada de
fatores de transcricdo e receptores nucleares humanos, tais como o complexo
Ahr/ARNT (Miller, 1997) e o fator A ativador transcricional mitocondrial humano
(Parisi et al., 1993). Miller (1997) mostrou que receptor de aril hidrocarbono e ARNT
co-expressos em S. cerevisiae sao capazes de formar o heterodimero e induzir a
expressao de um gene reporter.

Membros da familia bHLH-PAS com alta homologia ao HIF-1a humano tém
sido clonados de alguns organimos, incluindo camundongo, rato, esquilo,
chimpanzé, coelho, rato-calunga da tundra, Xenopus, Drosophila e varias espécies

de peixes (fonte: GenBank). O papel do HIF-1 na resposta de peixes a hipoxia esta
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comegando a emergir. Além disso, o mRNA de HIF-1a da truta arco-iris é
constitutivamente expresso e ndo mostra mudanca de expressao durante a
exposi¢ao da truta por duas horas a hipoxia (Soitamo et al., 2001). Rees et al. (2001)
encontraram um potencial HRE no gene da enzima lactato desidrogenase-B (LDH-B)
do peixe Fundulus heteroclitus e verificaram que a atividade dessa enzima aumenta
duas vezes quando esse peixe é exposto a hipdxia. Até o momento ndo existe
nenhum registro da presenga do HIF-1 em organimos unicelulares.

A levedura S. cerevisiae, um eucarioto unicelular, € um organismo anaerébico
facultativo que respira na presenca de oxigénio, mas fermenta sob condigdes de
anaerobiose. Muitos genes variam sua expressao quando células sdo submetidas a
diferentes concentragbes de oxigénio, os quais permitem as células regular
eficientemente o metabolismo para uma das duas vias alternativas produtoras de
energia (Zitomer and Lowry, 1992). Em S. cerevisiae, a sequéncia consenso
chamada de LORE (elemento responsivo a baixa oxigénio; 5-ACTCAACAA-3’)
controla a expressao de alguns genes sob condigbes de hipdxia e tem sido até
agora identificado e caracterizado na regido promotora do gene OLET que codifica
para a enzima A9 acido graxo desaturase (Vasconcelles et al., 2001). O motivo
LORE, embora funcionalmente similar ao HRE de genes de mamiferos, difere em
termos de sequéncia (Vasconcelles et al., 2001). A existéncia de HRE em leveduras
nunca havia sido descrita anteriormente até o presente trabalho.

Células de leveduras compartiiham muitos processos bioquimicos com os
organimos multicelulares, tais como respostas transcricionais e celulares, e
introducdo de modificagbes pos-traducionais. Além disso, sao faceis de manipular
sob diferentes condi¢cdes de laboratorio. Nossos modelos de estudo sdo linhagens
de S. cerevisiae deficientes na enzima antioxidante, superoxido dismutase (SOD).
Existem diferentes isoenzimas de SOD em eucariotos. Dentre elas destacam-se a
superoéxido dismutase contendo cobre/zinco (CuZnSOD, produto do gene SOD1) de
localizacédo citoplasmatica e superdxido dismutase contendo manganés (MnSOD,
produto do gene SODZ2) que se localiza na mitocondria. Neste trabalho descrevemos
a clonagem e expressao das duas subunidades do HIF-1 humano na levedura
S. cerevisiae (linhagem EG103, tipo selvagem) e a expressdao do HIF-1a nas
linhagens EG118 (ndo expressa a enzima CuZnSOD, também chamada SOD1) e

EG110 (n&o expressa a enzima MnSOD, também chamada SOD2). O experimento
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que demonstra a atividade de ligagdo ao DNA do HIF-1 humano expresso em
leveduras sera também descrito.

Apesar do crescente entendimento na regulagdo transcricional de genes
responsivos ao oxigénio em células eucariéticas nos ultimos anos, muitos aspectos
ainda precisam ser explicados, incluindo aqueles referentes ao mecanismo sensor
de oxigénio. Alguns aspectos desse mecanismo podem ser elucidados através de
estudos em leveduras, ja que esse mecanismo parece ser altamente conservado
entre eucariotos (Vasconcelles et al., 2001). O presente trabalho propde que a S.
cerevisae possui um analogo ao HIF-1, porque através de ensaios de EMSA (ensaio
de mudanca de mobilidade eletroforética) usando o oligonucleotideo dupla-fita W18
que contém o HRE derivado do enhancer do gene da eritropoietina humana, a
atividade de ligacdo ao DNA foi observada sob condigdes de hipdxia. Pretendemos
também nesse trabalho, procurar possiveis motivos HREs no genoma de levedura
utilizando ferramentas de bioinformatica. Descrevemos os HREs em potencial
encontrados nas regides regulatérias dos genes de S. cerevisiae usando as
ferramentas de bioinformatica disponiveis RSAT e TRANSFAC. Também
demonstramos que alguns genes de leveduras possuem clusters de HRE. Baseado
nesses dados é provavel que S. cerevisiae tenha um fator de transcricdo que age

através de HRE e, portanto € um analogo funcional do HIF-1 humano.
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Il. Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi obter leveduras de Saccharomyces cerevisiae
transformadas com moléculas recombinantes para possibilitar a expressdo conjunta
das duas subunidades do HIF-1 humano (HIF-1a e ARNT) nessas células e avaliar
sua atividade ligante ao DNA através de ensaios de mudanga de mobilidade
eletroforética (EMSA). Também procurar motivos HRE na regido promotora de todos

os genes de S. cerevisiae.

lll. Objetivos Especificos

1. Amplificar e clonar os genes HIF-1a e HIF-13 (ARNT) humanos em vetores para

expressdo em S. cerevisiae.

2. Detectar a expressao das proteinas HIF-1a e ARNT através de Western Blot.

3. Verificar, através de ensaios de EMSA, a interacdo das subunidades do HIF-1
humano expressas em leveduras com uma sequéncia humana contendo o
motivo HRE.

4. Comparar o crescimento em meio liquido de leveduras que expressam o HIF-1
humano e leveduras tipo selvagem (ndo transformadas), transformadas com o

vetor vazio e transformadas com a versao truncada do ARNT.

5. Procurar por elementos responsivos a hipdoxia (HRE) no genoma da levedura

S. cerevisiae usando ferramentas de bioinformatica.

6. Verificar, através de ensaios de EMSA, a ligagcdo de proteinas enddégenas de
leveduras ao motivo HRE derivado do enhancer do gene da eritropoietina

humana.
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IV. Material

1. Linhagens de leveduras

Obtivemos da Dr. Edith Gralla (UCLA, EUA) leveduras mutantes de
S. cerevisiae que nao codificam a enzima CuZnSOD ou a enzima MnSOD ou
ambas. Essas linhagens mutantes foram chamadas de EG118, EG110 e EG133,
respectivamente. Foram derivadas da linhagem de leveduras tipo selvagem EG103.
Essas células mutantes sdo um modelo simples para se estudar o papel do estresse
oxidativo, e quando submetidas a condi¢coes de alta aeracdo sofrem uma drastica
perda da viabilidade nas primeiras semanas de crescimento (Longo et al., 1996).

Foram usadas neste trabalho as seguintes linhagens da levedura S. cerevisiae:

EG103 (MAT ¢, leu2-3,11 his3A1 trp-289a, ura3-52)

EG110 (como EG103 exceto sod2A4:: TRP1)

EG118 (como EG103 exceto sod1A4::URA3)

EG133 (como EG103 exceto sod14::URA3 e sod2A4::TRP1)

Essas linhagens foram obtidas com a Dra. Edith Gralla da Universidade da

Califérnia em Los Angeles (UCLA).

2. Linhagem bacteriana

As linhagens de Escherichia coli utilizadas neste trabalho foram:

- XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, E.U.A.). supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46,
relA1,lac’, F' [ProAB”, laclqg, laczAM15, Tn10(tet")]. Linhagem para a produgéo de

plasmideos recombinantes.
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3. Meios de cultura

LB (Luria-Broth)

Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)
pH 7,2

LB-agar

Adicionar agar bacteriolégico a uma concentragao final de 1,4% (p/v)

SOB

Peptona de caseina 2,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 0,05 % (p/v)
KCI 0,00186 % (p/v)
pH 7,2

SOC

Meio SOB 97 mL
Glicose 2M (filtrada) 1mL
MgCl, 1M (autoclavado) 1mL
MgSO4 1M (autoclavado) 1 mL
pH 7,2

SC

YNB 0,67 % (p/v)
(NH4)2SO4 5 % (p/v)
Glicose 2 % (p/v)

Adicionar os suplementos e aminoacidos quando necessario de acordo com
Kaiser et al., 1994, como também um excesso de 4X de triptofano, uracil, adenina,

metionina e histidina (Gralla e Valentine, 1991). Para selecionar plasmideos
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contendo as marcas de selegdes LEU2, URA3 ou TRP1, omitir leucina, uracil ou

triptofano do meio.

YPD

Extrato de levedura 1 % (p/v)
Peptona 2 % (p/v)
Glicose 2 % (p/v)

4. Tampoes de reacao

Tampao da Taq Polimerase (Cenbiot®; Pelotas, Brasil) concentrada 10X
Tris-HCI (pH 8.5) 100 mM
KCI 500 mM

Tampao unico para a enzima de restricdo BamH | 1X (New England
Biolabs; Ipswich, E.U.A)

NaCl 150 mM
Tris-HCI (pH 7,9) 10 mM
MgCl, 10 mM
DTT 1 mM

NEB 2 (Tampéo 2 da New England Biolabs) 1X

NaCl 50 mM
Tris-HCI (pH 7,9) 10 mM
MgCl, 10 mM
DTT 1 mM

Tampao H da Promega (Madson, E.U.A) concentrado 10X
Tris-HCI, pH 7,5 900 mM
MgCl; 100 mM
NaCl 500 mM




10X

10X

10X
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Tampao para a enzima polinucleotideo quinase da Promega concentrado

Tris-HCI, pH 7,6 700 mM
MgCl, 100 mM
DTT 50 mM

Tampao da enzima T4 DNA ligase da New England Biolabs concentrado

Tris-HCI (pH 7,5) 500 mM
MgCl, 100 mM
DTT 100 mM
ATP 10 mM
BSA 250 ug/mL

Tampio de restricdo O da Fermentas (Ontario, Canada) concentrado

Tris-HCI (pH 7,5) 50 mM
MgCl, 10 mM
NaCl 100 mM
BSA 0,1 mg/mL
Antibioticos

Ampicilina 100 mg/mL

Dissolvida em agua estéril. Guardar protegido da luz. Estocar a -20°C.

Tetraciclina 50 mg/mL

Dissolvida em agua estéril. Guardar protegido da luz. Estocar a -20°C.




6. Aminoacidos e suplementos

Triptofano

Metionina

Leucina

Histidina

Uracil

Adenina

1 % (p/v)

1% (p/v)

1% (p/v)

1% (p/v)

0,2 % (p/v)

0,2 % (p/v)
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Dissolver em agua e autoclavar. Uracila e adenina devem ser mantidas a

temperatura ambiente para evitar precipagao.

7. Solugodes

dNTP (desoxiribonucleotideos trifosfatos; N=A, T, C ou G)

Mistura de dATP, dCTP, dGTP e dTTP, em uma concentragao estoque de 10

mM cada.
Brometo de etideo
Dissolvido em agua

Guardar protegido da luz.

X-gal

Dissolver o X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosidase) em N, N

dimetil-formamida.

IPTG

10 mg/mL

20 mg/mL

200 mg/mL

Dissolver o IPTG (isopropil-tio-B-D-galactosidase) em agua .
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Solucgao Il para minipreparagao de plasmideos
NaOH 0,2M
SDS 1% (p/v)

Solucao lll para minipreparagao de plasmideos
Acetato de sédio 3M

Acido acético 2M

Solugao de BSA (albumina de soro bovino) concentrada 10X (1 mg/mL) —

New England Biolabs

Agarose 0,8% (p/v)

Ferver a agarose tipo Il junto com o tampao TEB 1X no microondas. Esperar

esfriar e adicionar o brometo de etideo para uma concentragao de 0,5 ug/mL. Verter

no suporte de eletroforese.

1X

Tampao TE 1X
Tris-HCI (pH 8,0) 10 mM
EDTA 1 mM

Tampao de lavagem (New Wash) para eluicdo de DNA de gel de agarose

Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM
NaCl 100 mM
EDTA 1 mM
Etanol 50 % (v/v)

Estocar a -20°C

Silica

Solugdo de 50% de silica (Sigma) em agua (v/v)

Mistura PLATE (usada para a transformacao de leveduras)
45% (p/v) PEG 4000 estéril 90 mL
LiOAc1 M 10 mL
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Tris-HCI 1 M (pH 7,5) 1 mL
EDTA 0,5 M 0,2 mL

Tampao de amostra concentrado 6X

Azul de brofenol 0,25 % (p/v)
Glicerol 50 % (p/v)
TEB 10X 5X

Tampao de lise (para lisar células de leveduras)

HEPES, pH 7,5 25 mM
MgCl; 5 mM
DTT 0,1 mM
KCI 50 mM
Glicerol 10 % (v/v)

Adicionar inibidores de proteases e o DTT apenas antes do uso (10 ug/mL

pepstatina, 10 ug/mL aprotinina, 10 ug/mL leupeptina e 1 mM PMSF)

Tampao de lise (para lisar células HelLa)

Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA 1 mM
NaCl 150 mM
NP-40 (v/v) 0,5 % (V/v)

Adicionar inibidores de proteases antes do uso (1 pg/mL aprotinina, 1 pg/mL

leupetina, 1 ung/mL pepstatina A, 1 mM PMSF e 1 mM vanadato de sodio)

Tampao de extragao de nucleos de células HelLa

HEPES, pH 7,9 20 mM
NaCl 0,4 M
EDTA 1 mM

DTT 1 mM




Tampao de ligagao usado no experimento de EMSA

Tris-HCI, pH 7,5
KCI

NaCl

MgCl,

EDTA

DTT

Glicerol

TEB concentrado 10X
Trizma base

Acido bérico

EDTA (pH 8,2)

TEB diluido 0,5X
Trizma base
Acido bérico
EDTA (pH 8,2)

Para experimentos de EMSA, resfriar a 4°C antes de usar.

10 mM
50 mM
50 mM

1 mM

1 mM

5 mM

5 % (v/v)

0,89 M
0,89 M
0,08 M

44,5 mM
44,5 mM
2,5mM

Solugao de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1)

Acrilamida 58¢
Bis-acrilamida 29
Dissolver em 200 mL de agua milliQ

Gel separador 7,5% - SDS- PAGE

Solugéo de acrilamida/bisacrilamida 30% 7,5 % (p/v)
Tris-HCI, pH 8,8 375 mM
SDS 0,1 % (p/v)
AMPS 10% 0,5 % (viv)
TEMED 0,05 % (viv)
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Gel concentrador 5% - SDS- PAGE

Solugéo de acrilamida/bisacrilamida 30% 5 % (viv)
Tris-HCI, pH 6,8 100 mM
SDS 0,1 % (p/v)
AMPS 10 % 0,5 % (v/v)
TEMED 0,01 % (v/v)

Tampao de eletroforese SDS-PAGE 1X

Tris-HCI 25 mM
SDS 0,1 % (p/v)
Glicina 196 mM

Tampao de amostra SDS-PAGE 5%

Tris-HCI, pH 6,8 60 mM
SDS 2 % (p/v)
2-3 mercaptoetanol 14,4 mM
Azul de bromofenol 0,1 % (p/v)
Glicerol 2 % (viv)

Solugao de transferéncia SDS-PAGE

Tris-HCI, pH 8,8 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0,037 %
Metanol 20 %
PBS 1X

NaCl 136,9 mM
Na,HPO4 8,09 mM
NaH,PO4 1,76 mM
KCI 2,69 mM

PBS-T diluido 0,5X
Tampao PBS 1X
Tween 20 0,05 % (v/v)
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Solugao bloqueadora para Western Blot
Leite em p6 desnatado 5% (p/v) em PBS 1X

Solugao de detecgao por Quimioluminescéncia

Tris-HCI, pH 8,5 100 mM
H20, 2,65 mM
Luminol 0,45 mM
Acido cumarico 0,625 mM

Tampao APS (solucao para a fosfatase alcalina)

Tris-HCI, pH 9,5 0,1M
NaCl 0,1M
MgCl, 5mM

Nitro Blue Tetrazolium (NBT) — Invitrogen (Carlsbad, E.U.A.).
50 mg/mL

5-Bromo 4-cloro 3-indolil fostato (BCIP) — Invitrogen

50 mg/mL
Gel nativo 5% - EMSA
Solugao de acrilamida/bisacrilamida 30% 5 % (viv)
TEB 10 X 0,5 % (v/v)
AMPS 10 % 0,24 % (viv)
TEMED 0,04 % (v/v)

Anticorpos

Anticorpos Primarios

IgY anti-HIF-1a — anticorpo policlonal produzido através da imunizagéo de

gema de galinha com a regido carboxi terminal da proteina HIF-1a (regiao
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correspondente aos aminoacidos 530 a 825) fusionada a proteina glutationa

S-transferase (Camenish et al., 1999).

Mgc3 anti-HIF-1a — anticorpo monoclonal IgG1 produzido a partir da
imunizagdo de camundongo com a regiao carboxi terminal da proteina HIF-1a
(regido correspondente aos aminoacidos 530 a 825) fusionada a proteina
glutationa S-transferase (Camenish et al., 1999).

Anti-ARNT - anticorpo policlonal produzido a partir da imunizacéo de coelho
com a regidao carboxi-terminal do ARNT humano (aminoacidos 499-789)
(Salomon-Ngyuyen et al., 2000). Anticorpo doado pela Dr®. Véronique Della-
Valle (CEPH, Franca).

Anti-ARNT AbCam - anticorpo monoclonal produzido a partir da imunizagao
de camundongo com peptideo sintético correspondente aos aminoacidos 771-
789 do ARNT humano. Produto da empresa AbCam (2B10; Cambridge, Reino
Unido).

Anticorpos Secundarios

Coelho anti-galinha — anticorpo produzido a partir da imunizagcéo de coelho
com anticorpo de galinha. Conjugado com peroxidade de rabanete

(Promega).

Cabra anti-camundongo — anticorpo produzido a partir da imunizagao de
cabra com anticorpo de camundongo. Conjugado com peroxidade de

rabanete (Jackson Immuno Research; West Grove, E.U.A.).

Cabra anti-coelho — anticorpo produzido a partir da imunizagcao de cabra com

anticorpo de coelho. Conjugado com fosfatase alcalina.




9. Enzimas de Restricao
New England Biolabs
BamHI (20 U/uL)
Hindlll ( 20 U/uL)
Promega
EcoRI (10 U/pL)
Pstl (10 U/uL)
Outras
Bglll (10 U/uL) — Fermentas

Kpnl (6 U/uL) — GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido)

10. Outras enzimas
Taq Polimerase (2 U/pL) - Cenbiot®
Platinum Polimerase (5 U/uL) - Invitrogem®
T4 DNA ligase (400 U/uL) — New England Biolabs

T4 polinucleotideo quinase (10 U/pL) — Promega

47
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RNAse 10 mg/mL
Dissolver 10 mg de RNAse em 1 mL de Tris-HCI (pH 7,5) 10 mM, NaCl 15
mM. Aquecer a 100°C por 15 min e depois deixar esfriar vagarosamente a

temperatura ambiente. Aliquotar e guardar a -20°C.

11. Marcadores de massa molecular

DNA

1 kb ladder - Gibco BRL (E.U.A.)

1 kb ladder — GE Healthcare

Marcador caseiro — preparado por Tulio César

O modo de preparo deste marcador ndo sera descrito em detalhes, pois
pretendemos patentea-lo. Brevemente, purificacdo de DNA plasmidial em larga
escala de varias construgdes génicas obtidas durante esse projeto foram
preparadas. Cerca de 20 ug de cada uma dessas construgdes foram digeridas com
enzimas de restricdo (BamHI ou EcoRI ou Hindlll). Cada sistema de degestao foi
incubado durante a noite e em seguida purificados pelo método de pricipitagdo com
etanol 100% (2,5 volumes) e acetato de amdnio (0,5 volume) como descrito no item
7 da secéo de Métodos. Um micrograma de cada sistema de digest&o foi reunido em
um tudo eppendorf e adicionado de tampdo de amostra de DNA para uma
concentracéao final de 1X. A mistura foi analisada em gel de agarose e foi verificado

0 padrao de migragdo. Assim, obtivemos o marcador de massa molecular caseiro.

Proteina

Pré-stained BenchMarker — Invitrogen
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12. Vetores

f1 (+) ori

disrupted lacZ

pBSKhHIF1aT7 pPBShARNTKS+

pUC ori

5.6 kb

6.4 kb puUC ori

Plac —i 7
v

disrupted lac Z P lac hARNT
hHIF1a

disrupted lacZ

Figura 7. Mapas fisicos dos plasmideos pBSKhHIF10T7e pBShARNTKS®. As subunidades HIF-
1a (painel A) e ARNT (painel B) humanas, estao clonadas nos vetores pBlueScript KS™ e pBlueScript
KS®, respectivamente. Essas construgdes foram fornecidas pelo Dr. Max Gassmann (Universidade de
Zurique). Esses plasmideos foram usados para clonagem em células bacterianas e foram utilizados

como DNA molde em reagdes de amplificacdo de DNA.

LEU 2

Figura 8. Mapas fisicos dos plasmideos Y1IPGK e Y1GAL (contruidos pelo Dr. Mauro Xavier).
Estes plasmideos contém a regido do sitio multiplo de clonagem derivado do plasmideo YEp351
Possuem as regides promotoras das enzimas fosfoglicerato quinase (PGK) e B-galactosidase (GAL) e
a regiado terminadora da transcricdo da enzima PGK (TT-PGK). Contém o gene de levedura LEU2

como marca de selegdo auxotrofica. Entre os promotores (PGK ou GAL) e a TT_PGK encontra-se um




50

unico sitio de clonagem que corresponde ao sitio de Bglll, onde foram inseridos os genes

correspondentes as subunidades do HIF-1 o ou HIF-1p.

Bal Il

TT-PGK

Hind Il

URA3

Figura 9. Mapa fisico do plasmideo Y2PGK (contruido pelo Dr. Mauro Xavier). Este plasmideo
contém a regido do sitio multiplo de clonagem derivado do plasmideo YEp352. Possui a regiao
promotora da enzima fosfoglicerato quinase (PGK) e a regido terminadora da transcricao da enzima
PGK (TT-PGK). Contém o gene de levedura URA3 como marca de selegdo auxotrofica. Entre os
promotores PGK e a TT-PGK encontra-se um unico sitio de clonagem que corresponde ao sitio de

Bglll, onde foi inserido o gene correspondente a subunidade  do HIF-1 (ARNT).

prels PGK
pBR322 origen 2 BamH |

pBR322 origen

TT-CYC1
Amp

ARNT
Amp

TRP1

2u BamH |

TT-CYC1

TRP1

Figura 10. Mapas fisicos dos plasmideos pYPGE2 e pY2ARNT. Esses vetores possuem a regido

promotora da enzima fosfoglicerato quinase (PGK) e a regido terminadora da transcrigdo da enzima
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PGK (TT-PGK). Contém o gene de levedura TRP1 como marca de selegdo auxotrofica. Os vetores
pY2ARNT e pYPGE2 foram doados pelo Dr. Christopher Bradfield (USA).

13. Oligonucleotideos

Tabela 4. Oligonucelotideos utilizados no estudo. Seqliéncia dos oligonucleotideos utilizados para
amplificagéo (1, 3, 5 e 7) e sequenciamento (2, 4, 6 e 8) automatico das subunidades do HIF-1 (HIF-
1a e ARNT). A regido sublinhada indica o sitio para a enzima de restricdo BamHI. Os cédons de

iniciagédo e de terminagéo estdo em negrito.

Subunidade | Oligonucleotideo Seqiiéncia

1) HIFF-1 5'- CGGATCCATGGAGGGCGCCGCC - 3

oL 2) HIFF-2 5'- TGATACCAACAGTAACCAAC - 3'
3) HIFR-1 5' - CGGATCCTCAGTTAACTTGATCCAAAGC - 3'
4) HIFR-2 5'-TTTTTAATTCATCAGTGGTGG - 3'
5) ARNTF-1 5'- CGGATCCATGGCGGCGACTACTGC - 3'

B 6) ARNTF-2 5'- CAGCACACTCTATGATCA -3
7) ARNTR-1 5'- CGGATCCCTATTCTGAAAAGGGGGGAAAC - 3'
8) ARNTR-2 5'- TTGCCCTGGGAGGAGAATAGC - 3'
9) tARNT-F* 5 — GGATCCATGAAGTCCTTGCGGGGAACTGGC -3

Os oligonucleotideos foram sintetizados por diferentes empresas (Gibco BRL, Integrated DNA
Technologies, Inc; Coralville, E.U.A.). * indica o olignucleotideo utilizado para amplificar o gene arnt

para obter sua versao truncada.

Oligonucleotideos utilizados para o EMSA (Ensaio de Mudanca de Mobilidade

Eletroforética).

Oligonucleotideo W18, derivado da enhancer 3 do gene humano da
eritropoietina (fita senso, 5-GCCCTACGTGCTGTCTCA-3’). Sequéncia sublinhada
indica regi&do central do HRE.
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V. Métodos

Clonagem das subunidades do HIF-1

1. Obtencao dos genes completos das subunidades do HIF-1 por reacgao

em cadeia da polimerase (PCR)

Para obtencdo dos genes das subunidades do HIF-1 (a e B) foram montadas
reagcdbes de PCR utilizando como DNA molde os vetores pBSKhHIF1aT7 e
pBShARNTKS" construidos pelo Prof. Gregg Semenza (USA) e obtidos com o Dr.
Max Gassmann (Universidade de Zurique, Suica). Os sistemas de reacodes
continham, tampéo de reagdo da polimerase Platinum 1X, 0,2 mM de solugédo de
dNTPs, 2 mM de MgSOy4, 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 4, oligos
1 e 3 para amplificar HIF-1a e oligos 5 e 7 para amplificar o ARNT), 1 ng de DNA

molde e 1 unidade de Taq Platinum. As etapas de amplificacdo estdo descritas

abaixo.
Desnaturacéo inicial: 94°C, 1min
Desnaturacao: 94°C, 30 s —
Anelamento: 55°C, 30 s 35 ciclos
Extensao: 68°C, 2,5 min
Extensao final: 68°C, 5 min
Final do ciclo: 4°C

2. Obtenc¢ao da versao truncada do ARNT por PCR.

Para obtencao da versdo truncada do ARNT foram montadas reacbes de
PCR utilizando como DNA molde o vetor pBShARNTKS" e os oligonucleotideos que
amplificam o ARNT a partir do nucleotideo 418, excluindo assim a regido que

codifica para o dominio bHLH da proteina. Os sistemas de reagdes continham,
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tampao de reacédo 1X da Taq Polimerase, 0,2 mM de solugdo de dNTPs, 1,5 mM de
MgCl,, 0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos (Tabela 4; 7 e 9), 1 ng de DNA
molde e 2 unidades de Taq Polimerase (Cenbiot®). As etapas de amplificagdo estdo

descritas a baixo.

Desnaturacao: 94°C, 1 min <+—
Anelamento: 58°C, 1 min 30 ciclos
Extensao: 72°C, 1 min

Extenséo final: 72°C, 5 min

Final do ciclo: 4°C

Os produtos das amplificagdes obtidos nos itens 1 e 2 foram purificados
utilizando colunas de purificagdo de produtos de PCR de um kit da Qiagen®. A
purificacdo foi feita de acordo com as instrugbes do fabricante. Os produtos
purificados foram usados numa reagdo de ligagdo de clonagem pGEM®-T Easy

(Promega).

3. Sistema de ligagao

Os produtos de PCR obtidos foram clonados no plasmideo pGEM®-T Easy em
reagdes de 15 uL, que continham 100 ng do produto de PCR, 25 ng do vetor de
clonagem pGEMC®-T Easy, 400 unidades da enzima T4 DNA ligase e tampéao da T4
DNA ligase 1X. Os sistemas de ligacées foram incubados a temperatura ambiente

por uma hora.

4. Preparacgao de células eletrocompetentes

Uma colbnia da linhagem bacteriana XL-1 Blue foi inoculada em 10 mL de
meio SB contendo 30 ug/mL de tetraciclina e incubou-se esse pré-indculo durante a
noite a 37°C sob agitacdo a 250 rpm. No dia seguinte, foram inoculados 7,5 mL do

pré-inoculo em um frasco contendo 250 mL de meio SB onde foram adicionados
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5 mL glicose 20% (p/v) € 5 mL 1 M MgCl, em um Erlenmeyer de 1 litro. O frasco foi
incubado a 37°C a 250 rpm até a cultura atingir uma densidade 6ética (OD) a 600 nm
igual a 0,8. Apds a cultura ter atingido a OD ideal, o frasco foi resfriado no gelo,
assim como todos os materiais utilizados nas etapas subsequentes. A cultura entao,
foi centrifugada a 3.000 xg por 20 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento foi ressuspendido em 25 mL de 10% glicerol (v/v) gelado usando-se
pipetas de vidro estéreis pré-resfriadas e posteriormente completado com mais 150
mL de 10% (v/v) glicerol gelado. A cultura foi centrifugada a 3.000 xg por 20 min a
4°C. O sedimento foi ressuspendido em 25 mL de 10% (v/v) glicerol gelado. As
suspensdes de células foram transferidas para um tubo falcon de 50 mL
previamente resfriado e centrifugado nas condi¢gdes anteriores. O sobrenadante foi
descartado e assim as células foram ressuspendidas no volume residual de glicerol
(normalmente de 1 a 2 mL). Aliquotas de 100 uL foram distribuidas em tubos de 1,5
mL novos e estéreis e em seguida congeladas em banho de gelo-seco/alcool. As

aliquotas foram estocadas a -80°C.

5. Preparacao de células termocompetentes

Uma colbnia da linhagem bacteriana XL-1 Blue foi inoculada em 10 mL de
meio LB contendo 30 pg/mL tetraciclina e incubou-se esse pré-indculo durante a
noite a 37°C sob agitagao a 250 rpm. No dia seguinte, a cultura foi transferida para
um frasco de Erlenmeyer de 1 L contendo 100 mL de meio LB novo. A cultura foi
incubada nas mesmas condi¢des anteriores até atingir uma densidade ética (OD) a
600 nm de 0,35 a 0,45. A seguir a cultura foi resfriada no gelo por 15 min e em
seguida centrifugada a 2.500 xg por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento celular foi lavado uma vez com 50 mL de CaCl; 0,1 M gelado e mantido
no gelo por 20 min. A cultura foi novamente centrifugada a 2.500 xg por 10 min a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 2 mL de
CaCl; 0,1 M gelado contendo 25% (v/v) de glicerol. Aliquotas de 100 pL foram
preparadas e congeladas em banho de gelo-seco/alcool. As aliquotas foram

estocadas a -80°C.
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6. Transformacao por eletroporagao

A transformacao foi feita pelo método de eletroporagao, onde foi usada a
linhagem bacteriana de E. coli, XL1-blue. Os sistemas de transformacéao foram feitos
misturando-se 50 uL de células competentes e 5 uL do sistema de ligacdo em um
tubo eppendorf novo. A mistura foi colocada dentro de uma cubeta de eletroporagao
previamente resfriada no gelo. O choque elétrico foi dado usando os seguintes
parametos: 2,5 V, 25 uF e 200 Q. Apds o choque elétrico as células foram
recuperadas lavando o interior da cubeta com 1 mL de meio SOC. A lavagem com
meio SOC foi repetida trés vezes. As células em suspenséo foram colocadas dentro
de um tubo Falcon de 50 mL e entdo incubadas por uma hora sob agitagdo a
230 rpm a 37°C.

As células foram coletadas por centrifugacao a 3.000 xg por 5 min e o
sobrenadante foi descartado deixando 200 uL de meio remanescente. As células
foram ressuspendidas no meio remanescente e semeadas em placas de meio LB-
agar contendo 100 ug/mL de ampicilina, 30 uL de X-Gal (20 mg/mL) e 4 uL de IPTG
(200 mg/mL). As placas foram incubadas na estufa a 37°C durante a noite. Antes de
serem usadas para crescer as células, as placas contendo meio LB-agar foram
incubadas por pelo menos 1 hora a 37°C para permitir que o N, N dimetil-formamida
(substancia solvente do X-Gal) evaporasse, pois € uma substancia toxica para as

células.

7. Extracao de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep)

As colbnias que potencialmente foram transformadas com os plasmideos
recombinantes (selecionadas por apresentaram uma coloragdo branca) foram
inoculadas em 5 mL de meio LB contendo 100 ug/mL de ampicilina e incubadas
durante 20 horas sob agitagdo a 230 rpm a 37°C. As células foram coletadas pela
centrifugacdo a 3000 xg durante 2 min e ressuspendidas em 200 uL de tampao TE.
Foram adicionados 360 uL de solugdo Il nas amostras, as quais foram misturadas
gentilmente varias vezes e entdo incubadas a temperatura ambiente por 5 min. A

seguir foram adicionados 300 uL de solugéo Ill e as amostras foram gentilmente
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misturadas e incubadas no gelo por 5 min. Todas as etapas subsequentes foram
feitas a 4°C. As amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 10 min. Os
sobrenadantes foram transferidos para tubos novos e adicionados de 750 pL de
isopropanol. As amostras foram misturadas gentilmente e centrifugadas a 10.000 xg
por 5 min. Os sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram
ressuspendidos em 200 uL de tampao TE e adicionados de 200 ug/mL de solugao
de RNAse A. As amostras foram incubadas a 37°C por 20 min. Em seguida foram
adicionados 110 uL de acetato de aménio 7,5 M as amostras, as quais foram
misturadas vigorosamente no vortex. As amostras foram centrifugadas a 10.000 xg
por 10 min e o sobrenadante foi transferido para tubos novos.

Foram adicionados aos tubos 750 uL de etanol 100% gelado e entédo eles
foram incubados durante a noite a -20°C ou durante 40 min a -80°C. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 xg por 10 min e os sobrenadantes foram descartados.
Os precipitados foram lavados com 500 pL de etanol 70% (v/v), centrifugados a
10.000 xg por 2 min e secados a temperatura ambiente por 10 min. Os precipitados
foram finalmente ressupendidos em 50 uL de agua milliQ. Posteriormente, uma
aliquota do DNA purificado de cada clone foi digerida com BamHI| para que fosse
possivel confirmar a presenga da quimera (vetor pGEM®-T Easy ligado aos gene
HIF-1a ou HIF-1B).

8. Sequenciamento

As amostras de DNA onde foram confirmadas a presencga dos genes hif-1a ou
arnt ou arnt truncado foram submetidas ao sequénciamento automatico de DNA no
aparelho MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) utilizando-se o kit MegaBACE
Dye Terminator e os oligonucleotideos descritos na Tabela 4 (oligonucleotideos 1 a
4 para o HIF-1a; oligonucleotideos 5 a 8 para o ARNT e oligonucleotideos 7 a 9 para

0 gene da versao truncada do ARNT).
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9. Digestao de DNA com a enzma de restricdo BamHI para liberagdao dos

genes das subunidades do HIF-1

Apos a confirmacao das sequéncias de nucleotideos das subunidades do
HIF-1, foram montados sistemas de digestdo com a enzima BamHI para liberar os
fragmentos desejados, que foram usados na sub-clonagem. Foram montados
sistemas de digestdo contendo aproximadamente 10 pyg de DNA (pGEM®-T Easy
contendo as subunidades do HIF-1; a ou ), 0,1 mg/mL BSA, 10 unidades da enzima
de restricao BamH|l e tampao de reagcdo da enzima 1X. As amostras foram
incubadas durante a noite a 37°C e entao todo volume de cada sistema de digestao

foi aplicado em gel de agarose 0,8% (p/v) e submetido a eletroforese.

10.Eluicao de DNA de gel de agarose

Apos os fragmentos (vetor e inserto) terem se separado adequadamente no
gel de agarose, os fragmentos correspondentes aos insertos foram cortados do gel
com um bisturi e colocados em tubos eppendorfs novos de 1,5 mL. Os pedacos de
geis contendo os fragmentos de DNA foram pesados e entdo adicionados de trés
volumes de Nal 6M. As amostras foram incubadas a 55°C com agita¢des periddicas
no vortex. Apos todo o gel de agarose ter se dissolvido completamente foram 5 pL
de suspensao de silica [Sigma, S5631, ressuspendida em agua a 50% (v/v)]. As
amostras foram misturadas no vortex e entdo incubadas no gelo por 5 min. A seguir
foram centrifugadas por 10 seg a 10.000 xg. Os sobrenadantes foram descartados e
os precipitados ressuspendidos em 0,5 mL de Nal 6 M e novamente centrifugados.
Os precipitados foram lavados uma segunda vez com 0,25 mL de Nal 6 M e depois
com o tampdo de lavagem New Wash (previamente estocado a -20°C) como
descrito abaixo:

e Adicao de 50 pyL de New Wash e ressuspensao no vortex
e Adicao de 250 pL de New Wash e agitagdo no vortex
e Centrifugacdo a 10.000 xg por 10 seg a temperatura ambiente
e Descarte dos sobrenadantes
Esse procedimento foi repetido mais duas vezes. Apés a ultima lavagem todo

o restante de tamp&o de lavagem foi cuidadosamente retirado e os precipitados
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foram ressupendidos em 10 yL de tampao TE e incubados a 55°C por 5 min. As
amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram transferidos para tubos
novos. Esse procedimento foi repitido mais duas vezes e os sobrenadantes foram
reunidos, resultando em 30 uL de material eluido correspondente a cada DNA (HIF-a
e ARNT).

Obtencao dos plasmideos de leveduras para subclonagem.

11. Transformacgao por choque térmico.

Foram usados os vetores de expressdao em leveduras, YEp351:PGK,
YEp352:PGK, YEp351:GAL e o pYPGE2, os trés primeiros aqui chamados de
Y1PGK, Y2PGK, Y1GAL, respectivamente. As caracteristicas desses vetores estao
ilustradas nas Figuras 8 a 10. Em cada tubo contendo 50 uL de células de E. coli
competentes da linhagem XL-1 Blue, previamente descongeladas no gelo, foram
adicionados 30 ng dos plasmideos, 22,5 uL de tampéao Tris-HCI 5 mM / MgCl, 5 mM,
pH 7.4. Os componentes foram misturados gentiimente e mantidos no gelo por 30
min. O choque térmico foi dado incubando os tubos a 37°C durante 5 min.
Posteriormente os tubos foram mantidos no banho agua-gelo ndo mais que 5 min.
Apoés esta etapa, foram adicionados 200 uL de meio LB em cada um dos tubos os
quais foram entao incubados por mais 1 hora a 37°C. Finalmente, aproximadamente
de 100 a 150 pL de células foram plaqueadas em meio LB-agar, contendo 100
ug/mL de ampicilina. As placas foram entdo incubadas durante a noite a 37°C. No
dia seguinte algumas colénias de cada sistema de transformacdo foram
selecionadas para proceder com a extragao plasmidial em pequena escala, como

descrito no item 7.
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12.Digestao dos vetores Y1PGK, Y1GAL, Y2PGK e pYPGE2 com enzimas de

restrigcao

12.1. Vetores Y1IPGK e Y1GAL

Os plasmideos Y1PGK e Y1GAL purificados foram linearizados com a enzima
Bglll (sitio de clonagem). As condi¢gdes na reacdo de digestdo estdo mostradas

abaixo.
Plasmideo 10 uL (aproximadamente 20 nug)
Bglll (10 U/uL) 3 uL
Tampéo O* 10X 2uL
Agua milliQ 4 uL

As reagoes foram incubadas a 37°C durante a noite. No dia seguinte, todo o
sistema de digestao foi precipitado adicionando-se a cada sistema 0,5 volume de
acetato de aménio 7,5 M; 1 uL de glicogénio 5 mg/mL e 2,5 volumes de etanol
100%. As amostras foram misturadas e incubadas a -80°C durante 40 min. Foram
entdo centrifugadas a 10.000 xg por 10 min a 4°C. Os precipitados foram
ressuspendidos em 40 uL de tampao TE. Apds a precipitacédo 1 yL de cada amostra
foi aplicado em gel de agarose 0,8% (p/v) para a quantificacdo do DNA. Em seguida
os vetores digeridos foram reunidos com os genes HIF-1a ou ARNT, obtidos através
de PCR, na presenga da enzima DNA ligase para obtencdo das construgdes
Y1PGKa, Y1PGKB, Y1GALa e Y1GALSB.

12.2. Vetor Y2PGK

O plasmideo Y2PGK foi digerido com a enzima de restricdo Hindlll para
obtencdo do fragmento contendo a marca de selegdo URA3 (vetor YEp352), como
mostra na figura 20. O vetor YEp352 linearizado foi utilizado para ser ligado ao
cassete de expressao contendo o gene arnt (pPGK-ARNT-TT-PGK) proveniente da
digestdo da construgcdo Y1PGKB com a enzima Hind lll. As condigbes na reagao de

digestao estdo mostradas abaixo.
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Plasmideo (Y2PGK e Y1PGK}) 10 uL (aproximadamente 20 nug)
Hindlll (10 U/uL) 3uL
Tampéao H 10X 2L
Agua milliQ 4 uL

Os sistemas de digestao foram incubados durante a noite a 37°C. Em seguida
todo o material foi aplicado em gel de agarose e submetido a eletroforese. Apds a
separacao dos fragmentos obtidos pelas digestdes foi feita a eluigdo do DNA como
descrito anteriormente dos seguintes fragmentos: YEp352 e pPGK-ARNT-TT-PGK.

Assim esses fragmentos foram ligados.
12.3. Vetor pYPGE2
O plasmideo pYPGE2 foi digerido com a enzima de restricdo BamHI para

linearizar o vetor onde foi inserido o fragmento correspondente a versao truncada do

ARNT. A reacgao de digestao foi feita como descrito abaixo.

Plasmideo (pYPGEZ2) 10 uL (aproximadamente 10 ug)
BamHI (10 U/ulL) 3 uL
BSA (1mg/mL) 3L
Tampao para BamHI 10X 2 uL
Agua milliQ 4 uL

A reacéo foi incubada durante a noite a 37°C e em seguida o material foi

precipitado como descrito no item 12.1.

13.Defosforilagao dos vetores linearizados

Os vetores que foram linearizados através da digestdo com enzimas de
restricdo foram defosforilados para evitar a ligacdo entre as duas extremidades
produzidas pela digestdo. A enzima utilizada foi a fosfatase alcalina de intestino de

camarao (CIAP, GibcoBRL). O sistema de defosforilagdo consistiu de 3 ug de vetor,
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0,5 U de CIAP e tampéao de defosforilagao 1X. O sistema foi incubado a 37°C por 30
min e posteriormente a enzima foi inativada por aquecimento a 74°C durante 10 min.
Os vetores foram entdo utilizados para preparar os sistemas de ligagao.

14.Sistemas de ligacao

Os sistemas de ligagdo foram montados de acordo com o esquema abaixo:

Tampao de T4 DNA ligase 10X 2 yuL

Vetor (Y1PGK ou YEp352 ou Y1GAL) 50 ng
Inserto (HIF-1a ou ARNT ou tARNT ou pPGK-ARNT-TT-PGK) 40 ng
T4 DNA ligase 400 U
Agua milliQ g.s.p 20 uL

Os sistemas de ligagao foram incubados a 16°C durante a noite e em seguida
usados para transformar bactérias XL-1 Blue por choque térmico como descrito

anteriormente.

15.Transformacao de células de leveduras

Células de leveduras foram transformadas com os plasmideos recombinantes
pelo método de acetato de litio como descrito por Kaiser et al. (1994). Uma colbnia
de cada linhagem de levedura (E103, EG110 e EG118) foi inoculada em 3 mL de
meio YPD e as culturas foram incubadas durante a noite a 30°C sob agitacdo a 200
rom (até atingir a fase de saturagdo). Um militro de cada cultura foi centrifugado a
10.000 xg por 1 min a temperatura ambiente. O meio de cultura foi retirado deixando
aproximadamente 100 uyL de meio remanescente para ressuspender as células
sedimentadas. Foram adicionados 3 yL de DNA plasmidial (aproximadamente 1 ug
de DNA). Nao foi necessario adicionar DNA carreador, pois as amostras preparadas
contém RNA contaminante que funciona como carreador. As amostras foram
misturadas vigorosamente no vortex e adicionadas de 0,5 mL de mistura PLATE.

Apos serem misturadas no vortex 20 uyL de DTT 1 M foram adicionados a cada
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sistema de transformacado e novamente misturados no vortex. As amostras foram
entdo deixadas na bancada durante 24 h e em seguida submetidas ao choque
térmico (42°C, 10 min). Foram entdo centrifugadas a 10.000 xg por 30 s a
temperatura ambiente. Aproximadamente 100 uL de cada amostra foram
plagueados em meio minimo Sc seletivo. As placas com os sistemas de
transformacdo foram incubadas a 30°C por cerca de 3 dias. A constituicdo dos
sistemas usados na transformacao de ligagao esta sumarizada na Tabela 5.

Tabela 5. Vetores obtidos apdés subclonagem das subunidades do HIF-1 nos vetores de
expressao de S. cerevisiae. Estao relacionados vetores e os meios seletivos utilizados para obter as

células de leveduras recombinantes.

Vetores Sistema Marca auxotréfica Meio seletivo
Y1PGKa Y1PGK + HIF-1a LEUZ2 (Leucina) SC leu’
Y1PGKB Y1PGK + ARNT LEUZ2 (Leucina) SC leu’
Y2PGKB Y2PGK + ARNT URAS3 (Uracil) SC ura’
Y1GALa Y1GAL + HIF-1a LEUZ2 (Leucina) SC leu’
Y1GALB Y1GAL + ARNT LEU2 (Leucina) SC leu’
pYtARNT pYPGE2 + tARNT  TRP1 (Triptofano) SC trp

Para o crescimento de células de leveduras transformadas, suplementos e
aminoacidos especificos foram adicionados quando necessario de acordo com
Kaiser et al. (1994). Além disso, os seguintes componentes do meio de crescimento
foram utilizados numa concentracdo 4 vezes maior do que aquela proposta por
esses autores: Triptofano (80 mg/mL), uracila (80 mg/mL), adenina (20 mg/mL),
metionina (80 mg/mL), leucina (400 mg/mL) e histidina (80 mg/mL) (Gralla e
Valentine, 1991). Para selecionar as linhagens transformadas contendo as marcas
de selecdo LEU2, URA3 ou TRP1, os aminoacidos leucina, uracila ou triptofano
foram omitidos do meio de cultura, respectivamente. As linhagens duplo-
transformadas que expressam as subunidades do HIF-1 (Y1PGKa/pY2ARNT ou
Y1PGKa/pYtARNT) ou a linhagem transformada com os vetores vazios
(Y1PGK/pYPGE2, linhagem controle negativo) foram crescidas em meio seletivo

sem ambos os aminoacidos leucina e triptofano (Sc leu trp).




63

16.Condicoes de crescimento

Células de leveduras foram usualmente crescidas em meio minimo Sc. Para o
crescimento sob condi¢gdes de normoxia as células foram crescidas em Erlenmeyers
de 125 mL usando uma proporcao de 5:1 entre o volume do frasco e o volume do
meio. As células foram cultivadas a 30°C a 200 rpm até a OD atingir entre 2 e 3, 0
que corresponde a fase logaritimica de crescimento. Para o cultivo das células sob
baixas condigdes de oxigénio, essas foram cultivadas em meio liquido em frascos de
50 mL usando uma proporcao de 10:9 entre o volume do frasco e o volume do meio.
Os frascos de Erlenmeyers foram vedados com uma tampa de borracha e uma alta
pressao interna foi evitada através da insercdo de uma agulha de seringa
conectando o meio interno e o meio externo. As culturas foram incubadas sem
agitacdo a 30°C. A pressao parcial de oxigénio (expressa em mmHg) dentro dos
frascos das culturas durante o crescimento celular foi medida usando um OxyLite®
2000 (Oxford Optronix). Alternativamente, culturas de células mantidas numa
propor¢do de 5:1 entre o volume do frasco e o volume do meio foram injetadas
constantemente com uma mistura gasosa contendo 1% O, e 4,95% CO,, para
manté-las sob condi¢cdes baixas de oxigénio. Essas culturas foram incubadas sob
leve agitacao (50 rpm) a 30°C. As células usadas para preparar extratos protéicos
para serem usados nos experimentos de Western Blots e EMSA foram crescidas

somente durante a noite em meio YPD.

17.Curva de crescimento

As células de leveduras foram crescidas em meio minimo Sc seletivo. Células
crescidas durante a noite foram diluidas em meio Sc seletivo para se obter uma OD
a 600nm de 0,05. Trinta militros de cada cultura diluida foram transferidos para
frascos de 125 mL. A partir desse momento (tempo de crescimento igual a 0), o
crescimento das células foi monitorado medindo-se a absorbancia (600 nm) das

amostras a cada duas horas nas primeiras 24 horas e depois a cada 24 horas.
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18.Cultura de células de mamiferos e condi¢goes de crescimento

A linhagem humana de células HelLa (carcinoma epitelidide) foi obtida pela
ATCC (American Type Culture Collection; numero CCL-2). As células foram
cultivadas em placas de 100 mm em meio DMEM (contendo 4,5 g/L de glicose e
GlutaMax; Gibco-BRL) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado
por calor (FCS, Boehringer-annheim), MEM 1X contendo piruvato de soédio, 100
u.i/mL penicilina, 100 mg/mL estreptomicina, e MEM 1X contendo aminoacidos nao
essenciais (todos da Gibco-BRL). As células foram mantidas em atmosfera
umidificada contendo 20% Oz e 5% CO, a 37°C. Assim que as células atingiram uma
confluéncia entre 70% a 80% elas foram cultivadas por 16 h sob hipdxia (1% O3 v/v,

Incubador Hera Cell 240) para induzir a expressao do HIF-1a.

19.Extragao de proteinas nucleares de células HelLa

Os extratos nucleares foram preparados como descrito por Kvietikova et al.
(1995). Dez placas contendo células HelLa (70% a 80% de confluéncia) foram
lavadas duas vezes com PBS 1X previamente resfriado no gelo e incubadas no gelo
em tampao de lise por 5 min. Apos a incubagao as células aderidas foram coletadas
usando um pequeno rodo e transferidas para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL
resfriados. As amostras foram centrifugadas a 800 xg por 5 min a 4°C. Os
precipitados contendo os nucleos foram ressuspendidos em tampao de extragao de
nucleo contendo inibidores de proteases e transferidos para um homogeneizador
Dounce. Os nucleos foram rompidos com 10 passadas no homogeneizador e as
amostras foram transferidas para tubos de 1,5 mL e centrifugadas a 20.000 xg por 5
min a 4°C. Os sobrenadantes contendo as proteinas nucleares foram coletados,

congelados em nitrogénio liquido e estocados a -80°C.
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20.Preparacgao de extratos protéicos de leveduras (Para ensaios de Western
Blot e EMSA)

As células de leveduras foram coletadas por centrifugacao a 2.500 xg por 5
min a 4°C. Os precipitados foram lavados trés vezes com agua destilada e
ressupendidos em quatro volumes (p/v) de tamp&o de lise gelado contendo
inibidores de proteases. Os extratos totais de leveduras foram obtidos por
rompimento celular usando esferas de vidro de 0,5 mm (lavadas previamente com
HCI 0,5 M). As suspensdes de células dentro de tubos de 1,5 mL foram
vigorosamente agitadas no vortex 30 vezes por 30 s com intervalos de 30 s no gelo
na presenga das esferas. As amostras sem as esferas de vidro foram transferidas
para tubos de centrifuga novos de 1,5 mL. As esferas de vidro que ficaram no tubo
onde foi feito a lise das células foram lavadas com o tampao de lise e a solugao de
lavagem foi reunida com o material lisado. As amostras foram centrifugadas a
13.000 xg por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados, divididos em
aliquotas de 20 a 30 uL e estocados a -80°C. Os extratos totais foram usados nos

experimentos de Western Blot e EMSA.

21.Determinagao da concentragao de proteina

As concentragdes de proteinas foram determinadas pelo ensaio de Bradford

(Bio-Rad) usando albumina de soro bovino como padrao (Bradford, 1976).

22.Teste de mudanga da mobilidade eletroforética (EMSA)

Para os experimentos de EMSA o oligonucleotideo de dupla-fita W18 (fita
senso 5’-gccctacgtgcetgtctca-3’), o qual contém o HRE (sublinhado) derivado do
enhancer do gene da eritropoietina humana, foi usado como sonda (Semenza e
Wang, 1992). Vinte nanogramas da sonda W18 dupla-fita foram usados para marcar
sua extremidade 5’ com y->?PATP (GE Healthcare) usando 10 unidades da enzima
T4 polinucleotideo quinase (Promega). Reagbes de ligagdo entre a sonda W18 e

proteinas totais de leveduras continham 50 ug de extrato protéico de levedura, 0,3
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Mg do oligonucleotideo poli-(dl-dC) (GE Healthcare), sonda com atividade de
150.000 c.p.m e tampéao de ligagdo num volume total de 25 uL, e foram incubadas
por 1,5 h no gelo. Apds a incubagdo as amostras (25 uL) foram aplicadas em gel de
poliacrilamida 5 % nativo e submetidas a eletroforese a 200 V em tampéao TEB 0,5X
a 4°C por 2,5 h. O gel foi entdo cuidadosamente retirado da placa com auxilio de
uma folha de papel de filtro Watmann 3MM (dimensdes um pouco maiores que as do
gel). A folha de papel Whatmann com o gel aderido em sua superficie foi coberta
com o plastico Magicpack e seca a 80°C por 1 h. A folha de papel ja seca gel seco
foi exposto a uma tela sensibilizada Storage Phosphor Screen por 48 horas e

escaneada no Typhoon® 9210 (GE Health Science) para aquisicdo de imagem.

23.Western Blot

Cento e cinqueta microgramas de extratos protéicos de leveduras foram
aplicados em gel desnaturante de poliacrilamida (7,5%) e submetidas a eletroforese.
Apods a separacdo adequada das proteinas, na presenga de um marcador de massa
molecular de proteina, elas foram eletrotransferidas para uma membrana de
nitrocelulose usando os procedimentos padrdes (sistema de Transferéncia molhada,
BioRad). A transferéncia foi feita durante 2 h a 10°C. Apds a transferéncia a
membrana foi rapidamente enxaguada com PBS 1X e corada com solugdo de
Ponceau S (Sigma) para verificar se a transferéncia tinha sido efetiva. O corante
Ponceau S foi retirado lavando-se a membrana com PBS 1X e em seguida a mesma
foi incubada durante a noite a 4°C em solugao bloqueadora [5% (p/v) leite desnatado
em PBS 1X]. O anticorpo primario que foi usado para detectar a expressao do HIF-
1a foi o IgY anti-HIF-1a (policlonal) produzido em gema de ovo de galinha (diluido
1:100 em PBS 1X; Camenish et al., 1999) e para detectar o ARNT foi usado o anti-
ARNT monoclonal produzido em camundongo (AbCam/2B10).

Os tempos de incubacdo com os anticorpos foram de 2 h e 4 h a temperatura
ambiente para a imunodeteccdo HIF-1a e ARNT, respectivamente. Os respectivos
anticorpos secundarios conjugados com a peroxidase de rabanete foram: anti-
galinha produzida em camundongo (Promega) e anti-camundongo produzido em
cabra, ambos os anticorpos foram usados em uma diluicdo de 1:5000. A detecgao

dos imunocomplexos foi feita através da incubacdo da membrana na solugdo de
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deteccdo por quimioluminescéncia por 1 min. A solugdo de deteccado foi
cuidadosamente removida e a membrana exposta a um filme de raio-X (Fuji,
Dielsdorf, Switzerland). Também foi testado o anticorpos mgc3 anti-HIF-1a
(anticorpo monoclonal IgG1 produzido em camundongo, Camenish et al., 1999).
Porém os melhores resultados foram obtidos com o anticorpo IgY anti HIF-1a.

O ARNT também foi detectado usando o anticorpo anti-ARNT produzido em
coelho (numa diluigdo 1:2000 em PBS 1X). Apds a incubagdo com o anticorpo
primario (descrito anteriormente), a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T 0,5X
e entdo incubada com o anticorpo secundario anti-coelho produzido em
camundongo conjugado com a enzima fosfatase alcalina em uma diluicdo de 1:5000.
Novamente a membrana foi lavada tréz vezes com PBS-T 0,5X. Os tempos de
lavagens foram de 10 seg. Em seguida, a membrana foi lavada uma vez com APB
1X e embebida em 5 mL de uma solugao de APB 1X contendo 33 pL de NBT e 16,5
ML de BCIP (ambos na concentracdo de 50 mg/mL). A reacdo de deteccgao foi

parada lavando-se a membrana com agua destilada.

24.Pesquisa pelo motivo HRE humano no genoma de levedura

A Ferramenta de Analise de Sequiéncia Regulatoria (Regulatory Sequence
Analysis Tool — RSAT) (Helden et al., 2000) foi usada para procurar sequéncias do
elemento responsivo a hipéxia (HRE) humano e o elemento responsivo a baixas
concentragbes de oxigénio (LORE) no genoma da levedura S. cerevisiae. A opgao
Genome-scale dna-pattern (strings) foi usada para essa analise. Foi usada a
sequéncia consenso de mamifero 5-BRCGTGVBBB-3’ (Wenger e Gassmann, 1997)
como padrdao de procura para o HRE e 5-ACTCAACAA-3' para LORE. Na
sequéncia do motivo HRE, B representa os nucleotideos C, G ou T, R representa A
ou G e V representa A, C ou G. Foram escolhidos os seguintes parametros na
pesquisa feita no RSAT: exclusdo das similaridades que sobrepdem qualquer ORF
que esteja na posicdo a montante do promotor, procura em ambas as fitas de DNA
(direta e complemetar reversa) das sequéncias a montante do sitio de inicicdo da
transcrigcdo na faixa de 800 pb de extensdo. Foram visadas somente as regides a
montante, porque em uma procura preliminar na regido 3’ flanqueadora encontramos

somente dois genes que tinham agrupamentos de HRE. Além disso, a maioria dos
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sitios de ligacao de fatores de transcricao em leveduras estao localizados na regiao
5. Portanto, a sequéncia codante e a regido 3’ flanqueadora foram excluidas das

analises.

25.Validagao dos dados

Para a validagdo estatistica dos HREs encontrados nas sequénicas a
montante dos genes selecionaods pela analise do RSAT foi usada uma biblioteca de
PWM (position weight matrices) do TRANSFAC e o algoritmo desenvolvido por
Hertzberg et al. (2005). Foram selecionadas somente as sequénicias contendo
clusters de HREs (dois ou mais motivos; a densidade minima dos clusters em nosso
estudo foi de 1 HRE/400 nucleotideos) para o calculo dos valores de p e escore de
cada motivo. O escore de um motivo € a taxa entre o log da probabilidade da
ocorréncia de um motivo dada a position weight matrices (PWM), dividida pela
probabilidade de ocorréncia randémica. Os valores de p calculados levam em
consideragao a probabilidade de ter um motivo com alto escore. Mais precisamente,
o valor de p de cada motivo € a probabilidade de ter um certo escore ou mais alto
em uma sequéncia randémica de mesmo comprimento. Um valor de p baixo significa
que em uma sequéncia randémica do mesmo comprimento do motivo (randémica
significa que A-C-G-T sao uniformemente distribuidos), a probabilidade de ter um
escore alto para a PWM é baixa. Isso fortalece o fato que o motivo nao esta la ao
acaso, mas ele tem uma fungao biolégica. Um alto escore e um baixo valor de p
podem indicar uma alta afinidade de ligagédo do fator de transcrigdo ao promotor. De
acordo com a biblioteca de PWM do TRANSFAC, o valor de p gerado para o HRE foi
de 0,45. Considerando que esse valor de p é muito alto, quando selecionamos as
sequéncias foi necessario empregar um valor de corte mais baixo. Usualmente, p >
0,05 é usado como o limite, mas nés arbitrariamente decidimos por p > 0,1. E
possivel que um motivo com um valor de p maior que 0,05 seja funcional, ja que nao
se sabe se o valor convencional de 0,05 € um valor de p mais efetivo para ser usado
ao selecionarmos os motivos funcionais. Por isso, a selecdo de motivos foi de
acordo com o valor de p sendo menos restritiva (p > 0,1). Para sequéncias contendo
0 mesmo motivo que se sobrepunham, selecionamos aquelas com 0s menores

valores de p. Para mais detalhe sobre PWM e calculo do valor de p veja Hertzberg
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(2003) e Hertzberg et al. (2005). As fungdes descritas dos genes selecionados foram
obtidas no banco de dados da levedura S. cerevisiae (SGD). Somente genes

validados para dois ou mais HREs foram classificados de acordo com suas fungdes.

26. Analise dos resultados

As anadlises estatisticas foram feitas com o auxilio do programa de
computador “Mynova”, versdo 1.3 (S. Brooks, Copyright 1993). Os dados foram
descritos como médias + SEM (erro padrdo da média). Para comparagdes entre os
dados foi utilizado o Anova (teste de Student Newman-Keuls), sendo considerados

os valores de P < 0,05 como significativamente diferentes.
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VI. Resultados

1. Amplificagdao dos genes HIF-1la e ARNT por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Os fragmentos de DNA correspondentes aos genes completos das
subunidades do HIF-1 humano (HIF-1a e ARNT) foram obtidos a partir da
amplificagdo dos cDNAs que estavam clonados nos vetores pBlueScript (Figura 7,
sequéncias do genes Figura 12 e 13). Os oligonucleotideos usados para amplificar
os genes (Tabela 4, oligos 1 e 3 para a subunidade o e oligos 5 e 7 para a
subunidade B), se anelam nas extremidades das regides codantes desses genes.
Nas reacdes de amplificacao foi utilizada a enzima Taq Platinum. Foram obtidos
produtos de tamanhos esperados de aproximadamente 2,5 Kb e 2,4 Kb para os

fragmentos correspondentes as subunidades a e 3 respectivamente (Figura 11).

Figura 11. Amplificagcdo dos genes HIF-1a e HIF-13 (ARNT) humanos por PCR. Andlise dos
produtos da PCR em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de etideo. Nas reagdes foi
usada a enzima Taq Platinum. M: marcador de massa molecular 1 Kb ladder (Gibco®BRL). a:

subunidade a, B: subunidade . Nas reac¢des foram usados 1ng de cada um dos DNA moldes.
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atggagggcgccggcecggcgcgaacgacaagaaaaagataagttctgaacgtcgaaaagaa
M E G A G G N D K K K I S§$ S E R
aagtctcgagatgcagccagatctcggcgaagtaaagaatctgaagttttttatgagett

gctcatcagttgccacttccacataatgtgagttcgcatcttgataaggcctctgtgatg

aggcttaccatcagctatttgcgtgtgaggaaacttctggatgctggtgatttggatatt
R vV R KL L D A G DL D 1
gaagatgacatgaaagcacagatgaattgcttttatttgaaagccttggatggttttgtt
EDDMEKAGQMNTECTFYLZKATLT DG N
atggttctcacagatgatggtgacatgatttacatttctgataatgtgaacaaatacatg

ggattaactcagtttgaactaactggacacagtgtgtttgattttactcatccatgtgac

catgaggaaatgagagaaatgcttacacacagaaatggccttgtgaaaaagggtaaagaa
L T HRNGULV KK G K E
caaaacacacagcgaagcttttttctcagaatgaagtgtaccctaactagccgaggaaga
Q NT QR S FFLRMIKTCTULT SR G R
actatgaacataaagtctgcaacatggaaggtattgcactgcacaggccacattcacgta
T M N1 K S A TWI KV L HOCTGWH 1 HV
tatgataccaacagtaaccaacctcagtgtgggtataagaaaccacctatgacctgcttg
Y DT NS NOQWPQCGY K KPP MTC L
gtgctgatttgtgaacccattcctcacccatcaaatattgaaattcctttagatagcaag
v L 1 C E P I P HP S N1 E 1 P L D S K
actttcctcagtcgacacagcctggatatgaaattttcttattgtgatgaaagaattacc
T
gaattgatgggatatgagccagaagaacttttaggccgctcaatttatgaatattatcat

gctttggactctgatcatctgaccaaaactcatcatgatatgtttactaaaggacaagtc
L T K THWHDWMFTK G Q V
accacaggacagtacaggatgcttgccaaaagaggtggatatgtctgggttgaaactcaa
T T 6 QY R ML AKIRGG GY VWV ETNQ
gcaactgtcatatataacaccaagaattctcaaccacagtgcattgtatgtgtgaattac
AT Vv I Y NTKNSQP QC 1T V CV NY
gttgtgagtggtattattcagcacgacttgattttctcccttcaacaaacagaatgtgtc
v vSs GG 1 I Q H DL 1 FSL Q QTE CV
cttaaaccggttgaatcttcagatatgaaaatgactcagctattcaccaaagttgaatca
L K PVESSDWMIKMTQULFTK V E S
gaagatacaagtagcctctttgacaaacttaagaaggaacctgatgctttaactttgctg
E DTS S L FD KL KKEWPIDA AWLTL L
gccccagccgctggagacacaatcatatctttagattttggcagcaacgacacagaaact
AP A AGDTI11T I S L DFGSNUDTET
gatgaccagcaacttgaggaagtaccattatataatgatgtaatgctcccctcacccaac
b DQ@ Q LEEVPLYNUDWVMLPS PN
gaaaaattacagaatataaatttggcaatgtctccattacccaccgctgaaacgccaaag
E KL QNI NL AMSUPLUPTAETPIK
ccacttcgaagtagtgctgaccctgcactcaatcaagaagttgcattaaaattagaacca
P L RSSADUPALNIOQEVA AL KILEP
aatccagagtcactggaactttcttttaccatgccccagattcaggatcagacacctagt
NP ESLELSFTMPOQI1I QD QTP S
ccttccgatggaagcactagacaaagttcacctgagcctaatagtcccagtgaatattgt
P S DG STRQSSPEPNSUPSEYTC
ttttatgtggatagtgatatggtcaatgaattcaagttggaattggtagaaaaacttttt
FYVDSDMVNETFIKTLETLVEZKTLE
gctgaagacacagaagcaaagaacccattttctactcaggacacagatttagacttggag

atgttagctccctatatcccaatggatgatgacttccagttacgttccttcgatcagttg

tcaccattagaaagcagttccgcaagccctgaaagcgcaagtcctcaaagcacagttaca
S PLESSSASPESASUPAOQSTVT
gtattccagcagactcaaatacaagaacctactgctaatgccaccactaccactgccacc
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601- V F Q Q T QI Q EPTANATTTTA AT
actgatgaattaaaaacagtgacaaaagaccgtatggaagacattaaaatattgattgca
621- T D EL KTV TKDI RMET DT K 1 L 1 A
tctccatctcctacccacatacataaagaaactactagtgccacatcatcaccatataga
641- S P SPTH I HKETTSATS S P Y R
gatactcaaagtcggacagcctcaccaaacagagcaggaaaaggagtcatagaacagaca
661- DT Q S RTASUPNIRASGI KTG GV I E QT

gaaaaatctcatccaagaagccctaacgtgttatctgtcgctttgagtcaaagaactaca
681- E K S H P R S PNVL SV AL S QRTT
gttcctgaggaagaactaaatccaaagatactagctttgcagaatgctcagagaaagcga

701- vV P E E E L NP K 1 L AL Q NAQ R KR
aaaatggaacatgatggttcactttttcaagcagtaggaattggaacattattacagcag
721- K M E H D G S LFQAVGTIGTTLTLTG QO

ccagacgatcatgcagctactacatcactttcttggaaacgtgtaaaaggatgcaaatct
741- P D D H A A TTSL S WK RV K G C K S

agtgaacagaatggaatggagcaaaagacaattattttaataccctctgatttagcatgt
7%61- S E Q NG M E Q K T 1 1 L I P S D L A
agactgctggggcaatcaatggatgaaagtggattaccacagctgaccagttatgattgt

781-

gaagttaatgctcctatacaaggcagcagaaacctactgcagggtgaagaattactcaga
801-

gctttggatcaagttaactga
821-

<«

Figura 12. Seqiiéncias de nucleotideos (letras minusculas) e aminoacidos (letras maiusculas)
do gene que codifica a subunidade a do HIF-1 (hif-1a). Oligonucleotideos contendo sitios de
restricdo para a enzima de restricdo BamHI (descritos na Tabela 4) foram sintetisados para amplificar
a subunidade a do HIF-1 a partir do cédon de iniciagao da traducéo até o cédon do final da tradugao.
Os codons de iniciagdo (ATG) e terminagédo (TGA) da tradugdo estdo destacados em negrito. As
setas indicam a regido de anelamento dos oligonucleotideos para amplificagdo do gene hif-1a. (),
regido de aminoacidos basicos; (M) regido helix-loop-helix; (Jlf), dominio PAS-A; (i), dominio
PAS-B; (), dominio de transativacdo C-terminal (TAD-C); (-), dominio de transativacdo N-
terminal (TAD-N); seqliéncia de aminoacidos em azul se refere a regido PAS; regido sublinhada se

refere ao dominio de degradagéo dependente de oxigénio (ODDD).
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341-
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421-

441-
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581-

atggcggcgactactgccaaccccgaaatgacatcagatgtaccatcactgggtccagec
M A ATTANWPEMTSDV P S L G P A

attgcctctggaaactctggacctggaattcaaggtggaggagccattgtccagagggct
Il AS GN S GPGI1T Q GGG A1 V Q R A

attaagcggcgaccagggctggattttgatgatgatggagaagggaacagtaaatttttg
Il K R R P GL DJFDDDGEGN S K F L

aggtgtgatgatgatcagatgtctaacgataaggagcggtttgccaggtcggatgatgag
R ¢C bDbbDbDQ@MSNUDI KEWIRFA AR S DD E
cagagctctgcggataaagagagacttgccagggaaaatcacagtgaaattgaacggcgg
Q S S A D
cgacggaacaagatgacagcctacatcacagaactgtcagatatggtacccacctgtagt

gccctggetcgaaaaccagacaagctaaccatcttacgcatggcagtttctcacatgaag
K

tccttgcggggaactggcaacacatccactgatggctcectataageccgtctttectceact
S L RGTOGN™M STDGSYZKTZPSTF FLT
gatcaggaactgaaacatttgatcttggaggcagcagatggctttctgtttattgtctca
D Q E L KH UL 1 L E A ADG
tgtgagacaggcagggtggtgtatgtgtctgactccgtgactcctgttttgaaccageca

cagtctgaatggtttggcagcacactctatgatcaggtgcacccagatgatgtggataaa

cttcgtgagcagctttccacttcagaaaatgccctgacagggcgtatcctggatctaaag
L R EQL STSENALTGR R 1 L DL K
actggaacagtgaaaaaggaaggtcagcagtcttccatgagaatgtgtatgggctcaagg
T GTV K KTEG QO QSSMP RMTCMTG S R
agatcgtttatttgccgaatgaggtgtggcagtagctctgtggacccagtttctgtgaat
R S 1 C R MRTZCGSS SV DUZPV S VN
aggctgagctttgtgaggaacagatgcaggaatggacttggctctgtaaaggatggggaa
R LS F VR RNIRZ CIRNGLGS V KD G E
cctcacttcgtggtggtccactgcacaggctacatcaaggcctggcccccagcaggtgtt
P HFV VVHZ CTGY I K AWZPPAGV
tcccteccagatgatgacccagaggctggccagggaagcaagttttgectagtggecatt
s L P DDDWPEAGAOQGS K FCL V A I
ggcagattgcaggtaactagttctcccaactgtacagacatgagtaatgtttgtcaacca
G RLQVTSSPNTCTHDMMSNUVTCO QTP
acagagttcatctcccgacacaacattgagggtatcttcacttttgtggatcaccgctgt
T E
gtggctactgttggctaccagccacaggaactcttaggaaagaatattgtagaattctgt

catcctgaagaccagcagcttctaagagacagcttccaacaggtagtgaaattaaaaggc
L RDSFOQUOQVVKTLKG
caagtgctgtctgtcatgttccggttccggtctaagaaccaagaatggctctggatgaga
Q vL SVMFIRFIRSIKNOQEWLWMR
accagctcctttactttccagaacccttactcagatgaaattgagtacatcatctgtacc
T S S FTFQNWPY SDETII EY 1 1 C T
aacaccaatgtgaagaactctagccaagaaccacggcctacactctccaacacaatccag
N T NV KNS S QEPRPTL S NT 1 Q
aggccacaactaggtcccacagctaatttacccctggagatgggctcaggacagctggea
R P QL G P TANWLWPLEMGSG QL A
cccaggcagcagcaacagcaaacagaattggacatggtaccaggaagagatggactggcc
PR QQQQOQTTETLTDMMVZPGRTUDTGTL A
agctacaatcattcccaggtggttcagcctgtgacaaccacaggaccagaacacagcaag
S Y NH S Q V V QP V TTTG P E H S K
ccccttgagaagtcagatggtttatttgcccaggatagagatccaagattttcagaaatc
P L EKSDGULUFAGQDI RDUPREF S EI
tatcacaacatcaatgcggatcagagtaaaggcatctcctccagcactgtccctgccacc
Y H N I NADOQS K G I S S STV P AT
caacagctattctcccagggcaacacattccctcctaccccccggecggcagagaattte
Q QLF SQGNTT FPPTPRTPATENF
aggaatagtggcctagcccctcctgtaaccattgtccagccatcagcttctgcaggacag
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601- R N S 6 L AP PV TI1 V Q P S A S A G Q
atgttggcccagatttcccgccactccaaccccacccaaggagcaaccccaacttggacc
6212- M L A Q I S R H S NP T Q G A T P T W T

cctactacccgctcaggcttttctgcccagcaggtggctacccaggctactgctaagact
641- P T T R S G F S A Q Q VAT Q A T A K T
cgtacttcccagtttggtgtgggcagctttcagactccatcctcecttcagctccatgtcc
66l- R T S Q F G V 6 S F Q TP S S F S S M S
ctccctggtgeccccaactgcatcgectggtgetgetgectaccctagtctcaccaategt
681- L P G AP T A S P GAAAY P S L TNR
ggatctaactttgctcctgagactggacagactgcaggacaattccagacacggacagca
701- 6 S NF A P ET G QTAGOQF QTR T A
gagggtgtgggtgtctggccacagtggcagggccagcagecctcatcatcgttcaagttct
721- E G V G V W P Q W Q G Q Q PHHZ RS S S
agtgagcaacatgttcaacaaccgccagcacagcaacctggccagcctgaggtcttccag
741- S E Q HV Q Q PP AQQPGUOQTPTEUVTFOQ
gagatgctgtccatgctgggagatcagagcaacagctacaacaatgaagaattccctgat
7%61- E M L S M L G D Q S NS Y NNJEEF P D
ctaactatgtttccccccttttcagaatag
781- L I M F P P F S E -

Figura 13. Seqiiéncias de nucleotideos (letras minusculas) e aminoacidos (letras maiusculas)
do gene que codifica a subunidade B do HIF-1 (arnt). Oligonucleotideos contendo sitios de
restricdo para a enzima de restricdo BamHI (descritos na Tabela 4) foram sintetisados para amplificar
a subunidade B do HIF-1 a partir do cédon de iniciagdo da tradugéo até o cédon do final da tradugao.
Os codons de iniciacdo (ATG) e terminagado (TAG) da traducdo estdo destacados em negrito. As
setas indicam as regides de anelamento dos oligonucleotideos para amplificacdo do gene arnt. A seta
localizada internamente na seqiéncia se refere a regido de anelamento do oligonucleotideo utilizado
para a construgdo da versao truncada do ARNT. (Jll) regido de aminoacidos basicos, (ll) regido
helix-loop-helix, () dominio PAS-A, (Jli}) dominio PAS-B.

Procedemos entdo com a ligagdo dos fragmentos correspondentes as
subunidades do HIF-1 ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega). A bactéria
da linhagem XL-1 Blue foi transformada com os sistemas de ligagdo. Em seguida, foi
feita a selecado das colénias contendo insertos clonados no vetor pGEM®-T Easy. A
selecao das col6nias foi feita pelo ensaio de B-galactosidase em placas contendo X-
gal e IPTG, ou seja, foram selecionadas as col6nias brancas, pois o inserto
interrompe a sequéncia do gene lacZ que codifica para a enzima B-galactosidase, a
qual metabolisa o X-gal a um componente azul. Apds a sele¢ao dos clones contendo
as subunidades do HIF-1, procedemos com extracdo de DNA plasmidial em
pequena escala. O perfil de digestdo com a enzima de restricdo BamHI| dos
fragmentos clonados possibilitou a confirmacgéo da presenga dos insertos corretos e
a selecdao de clones positivos para serem usados na purificacdo de DNA e

sequenciamento deste. Os resultados do sequenciamento de DNA mostraram que
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ambos o0s genes das subunidades do HIF-1 clonados s&o idénticos a sequéncias

depositadas no GenBank confirmando a auséncia de mutagéo.

2. Subclonagem dos genes das subunidades do HIF-1 em vetores de

expressao de S. cerevisiae

Apos a obtencdo dos vetores pGEM®-T Easy recombinantes, ou seja,
contendo os genes das subunidades do HIF-1, os fragmentos correspondentes aos
genes HIF-1a e ARNT foram purificados apds terem sido excisados dos vetores
recombinantes usando a enzima de restrigdo BamHI. Os fragmentos contendo o sitio
para a enzima de restricdo BamHI| em suas extremidades foram subsequentemente
clonados nos vetores de expressao da levedura S. cerevisiae, Y1PGK (possui 0
promotor da fosfoglicerato quinase, pPGK) e Y1GAL (possui o promotor da B-
galactosidase, pGAL) (Xavier, 2003) que foram previamente digeridos com a enzima
de restrigdo Bglll. Os fragmentos de DNAs obtidos a partir das digestdées com as
enzimas Bglll e BamHI possuem extremidades compativeis. As constru¢des
resultantes foram nomeadas de Y1PGKa, Y1PGKB, Y1GALa e Y1GALB. As
estratégias de obtencdo dos cassetes de expressdo descritos acima estédo
esquematizadas nas Figuras 14 e 15. Os esquemas ilustrando a identificacédo dos
vetores contendo os genes nas orientagdes corretas estdo mostrados nas Figuras
16 e 17. As orientagdes dos genes nos vetores de expressao foram verificadas por

analise de restricdo com a enzima Pstl em gel de agarose (Figuras 18 e 19).
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Ori LacZ-

11§+ ori

disrupted lac 2

pBSKhHIF1aT?

pPBShARNTKS+

pUC ofi

PUC ori 58kb

LEU 2
Y1PGK: Y

Plasmideo Amplificagao do HIF-1a e ARNT por PCR,

controle (vetor Linearizagéo com Bglll, clonagem no pGEMT-easy®, digestio com BamHI
vazio; Mock) seguida da purificagao do e purificagdo dos fragmentos correspondentes
vetor aos genes das subunidades do HIF-1
BamHI l BamHlI
Bl Il \ TT-PGK LEU2 2u Amp ppak [ Balll [ R
BamHI BamHlI
-LacZ Ori Lacz \ /
Y1PGK [ ]  ARNT

— _/
V

Ligagao com T4 DNA ligase - transformacao - extragédo de plasmideos 2> analise de
restricdo - selecao dos clones contendo os genes nas orientagdes corretas

Ori LacZ- Ori LacZ-

-Lacz TT-PGK Lacz TT-PGK

Figura 14. Representacao esquematica das estratégias utilizadas para as construgdes dos
vetores Y1IPGKa e Y1IPGKB. O vetor Y1PGK foi linearizado com a enzima de restricao Bglll. Os
produtos de PCR das subunidades do HIF-1 foram clonados no pGEMT-easy® e propagados em
bactéria (XL-1 Blue). Em seguida os fragmentos liberados a partir das digestdes dos vetores pGEM®-
T Easy recombinantes (contendo HIF-1a e ARNT) foram sub-clonados no vetor Y1PGK e os clones

contendo os genes nas orientagdes corretas foram usados para transformar a levedura S. cerevisiae.
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Ori LacZ-

GAL Bglll
TT-PGK

-LacZ

Y1GAL: Plasmideo
controle (vetor vazio;
Mock)

Linearizagao com Bglll,
seguida da purificagdo do
vetor

BamHI BamHI

BgllATT-PGK  LER2 2u Amp peaL [ Balll
BamHI BamHI
\

-LacZ Ori LaczZ I  ARNT

— _

Ligagao com T4 DNA ligase - transformagao - extragao de plasmideos 2> analise de
restricdo > selegdes dos clones contendo os genes nas orientagdes corretas

ori LacZ- GAL ori LacZ- GAL

HIF-1a ARNT

TT-PGK TT-PGK
LEU 2

Figura 15. Representacao esquematica das estratégias utilizadas para as construgoes dos
vetores Y1GALa e Y1GALR. O vetor Y1GAL foi linearizado com a enzima de restricdo Bglll. Os
produtos de PCR das subunidades do HIF-1 foram clonados no pGEMT-easy® e propagados em

bactéria (XL-1 Blue). Em seguida os fragmentos liberados a partir das digestdes dos vetores pGEM®-
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T Easy recombinantes (contendo HIF-1a ou ARNT) foram sub-clonados no vetor Y1GAL linearizado e

os clones contendo o genes nas orientagdes corretas foram usados para transformar a levedura

S. cerevisiae.

A

 pPGK (~1,4Kb)__ HIF-1a (~ 2,5 Kb)

<«

Pt ATG Pstl (2.441 pb)
| | [

Restante Restante do
do vetor g vetor
Produto da digestdo com Pstl (~ 3,8 Kb + vetor)

»

_ pPPGK(~1,4Kb) ARNT (~ 2,4 Kb)
Psi ATG Pstl (1.854 pb e 2.136 pb)
| | | |

Restante Restante
do vetor » do vetor

»
»

Produtos da digestao
<«—> comPstl (~3,2Kb +
0,3 Kb + vetor)

Figura 16: Esquema ilustrando os sistemas de digestdo para identificagdo dos vetores
contendo os genes do HIF-1 nas orientagbes corretas. Os vetores Y1PGKa (A) e Y1IPGKp (B)
foram digeridos com a enzima de restricdo Pstl. Os tamanhos dos produtos esperados obtidos das
digestdes séo de 3,8 Kb e 3,2 Kb para as contrugbes PGKa e PGK}, respectivamente. Outros

produtos das digestdes estdo descritos na Tabela 6.
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pGAL
(~0,4 Kbi B HIF-1a (~ 2,5 Kb)
Pstl ATG Pstl (2.441 pb)
I I [
Restante Restante
do vetor » do vetor
Produto da digestao com Pstl (~ 2,8 Kb + vetor)
pGAL
(~0,4 sz B ARNT (~ 2,4 Kb) R
Pstl ATG Pstl (1.854 pb e 2.136 pb)
| | | [
Restante Restante
do vetor | » do vetor

Produtos da digestéao
com Pstl (~2,2+0,3
Kb + vetor)

Figura 17: Esquema ilustrando os sistemas de digestdo para identificacdo dos vetores

contendo os genes do HIF-1 nas orientag6es corretas. Os vetores Y1GALa (A) e Y1GALB (B)

foram digeridos com a enzima de restricdo Pstl. Os tamanhos dos principais produtos esperados
obtidos das digestdes sdo de 2,8 Kb e 2,2 Kb para as contrugdes Y1GALa e Y1GALB,

respectivamente. Outros produtos das digestdes estéo descritos na Tabela 6.
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A | BamHI Pstl M

Figura 18. Analise de restricdo dos cassetes de expressao YIPGKa e YIPGK. Analise em gel
de agarose 0,8% das orientagdes dos genes HIF-1a (A) e ARNT (B) no vetor de expressédo Y1PGK.
Os fragmentos esperados a partir das digestdes estdo descritos na Tabela 7. ) vetor intacto; BamHI)
digestdo com BamHI; Pstl) digestdo com Pstl; M) marcador de massa molecular 1 Kb /adder
(Invitrogen®); Mc) Marcador caseiro (preparado no laboratério de Biologia Molecular pelo doutorando

Tulio César).

| BamHI Pstl

Figura 19. Andlise de restricio dos cassetes de expressao Y1GALa e Y1IGALR. Analise em gel
de agarose 0,8% das orientagdes dos genes HIF-1a (A) e ARNT (B) no vetor de expressao Y1GAL.
Os fragmentos esperados a partir das digestées estdo descritos na Tabela 7. ) vetor intacto; BamHI)
digestdo com BamHI; Pstl) digestdo com Pstl; M) marcador de massa molecular 1 Kb ladder
(Invitrogen®); Mc) Marcador caseiro (preparado no laboratorio de Biologia Molecular pelo doutorando

Tulio César).
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No sentido de se obter um cassete de expressdo com marca de selegao
auxotréfica diferente da do vetor YAPGKa, o qual possui o gene que participa na via
de sintese de leucina (LEUZ2), foi utilizado o vetor Y2PGK que possui as mesmas
caracteristicas do Y1PGK, exceto que a marca de selegdo auxotréfica € o gene que
participa na via de sintese de uracila (URA3). Portanto, o cassete de expressao
contendo o gene que codifica para o ARNT e com marca de selegao para URA3 foi

nomeado de Y2PGKB. As estratégias utilizadas estdo esquematizadas na Figura 20.
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Hindlll

ori LacZ.

Y1PGKp

Hindlll

Lacz TT-PGK Hindlll

Digestdao com

Hindlll e
URA3 purificagdo do
fragmento pPGK-

ARNT-TT-PGK

Digestao com Hindlll e
purificagado do vetor. pPGK ARNT TT-PGK
Exclusao do fragmento
PPGK-TT-PGK Hind Il Hind Il

sLacz URA3 2u  Amp Ori LacZ

Hind Il \Im Hind Il

YEp352

— _
—~

Ligagao com T4 DNA ligase = transformacao = extragao de plasmideos - analise
de restricdo 2 selecao do clone contendo o ARNT na orientacao correta

Ori LacZ-

-Lacz TT-PGK

Figura 20. Representagao esquematica das estratégias utilizadas para as construgiao do vetor
Y2PGKp. Os vetores Y2PGK e Y1PGK foram digeridos com a enzima de restricdo Hindlll e os
fragmentos de interesse resultantes das digestdes foram YEp352 (vetor) e pPGK-ARNT-TT-PGK
(inserto), respectivamente. O inserto contendo o ARNT foi entdo subclonado no vetor YEp352,

resultando assim no vetor de expresdo Y2PGK}.

A orientagao do gene arnt dentro do vetor Y2PGK foi verificada com a enzima

de restricao Pstl (dado nao mostrado) de forma semelhante a construgcao Y1PGKp e
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estava correta. Entretanto, ndo obtivemos sucesso em transformar células de
leveduras com essa construgao.

Apesar de termos inserido tanto o gene que codifica o HIF-1a ou 0 ARNT no
sitio de clonagem do vetor Y1GAL, ambos possuem a mesma marca de selegéao
auxotréfica LEU2 e assim ndo podem ser usados juntos para produzir leveduras
duplo-transformadas. Em adicdo a isso ndo obtivemos sucesso na construgcdo de
vetores recombinantes contendo HIF-1a ou ARNT com marca auxotrofica diferente
de LEUZ2, usando o vetor Y2GAL. Futuramente pretendemos obter novas
construgdes utilizando marca de selecdo auxotrofica diferente de LEU2 e assim
obter leveduras que expressam as subunidades a e 3 sob controle transcricional do
promotor GAL.

As construgdes obtidas e os fragmentos esperados apds digestdo com
enzimas de restricdo estdo esquematizados na Tabela 6. As constru¢des obtidas
contendo as subunidades do HIF-1 clonados nas orientagdes corretas foram

utilizadas para transformar leveduras.

Tabela 6. Vetores obtidos apdés subclonagem das subunidades do HIF-1 nos vetores de
expressao de S. cerevisiae. Estdo relacionados os sistemas de ligagdo (vetores e insertos) e os
tamanhos aproximados dos fragmentos principais esperados apds digestdo com a enzima de

restricdo Pstl para verificar as orientagcdes dos genes dentro dos vetores de expresséo.

Vetores Sistema Linear Pstl
Y1PGKa Y1PGK + HIF-1a ~10,2 Kb 3,8 Kb +6,4 Kb
Y1PGKB Y1PGK + ARNT ~10 Kb 3,2Kb +6,5Kb + 0,3 Kb
Y2PGKB Y2PGK + ARNT ~9,5Kb 3,2Kb +6,0Kb + 0,3 Kb
Y1GALa Y1GAL + HIF-1a ~9,1Kb 2,8 Kb +6,3 Kb

Y1GALB Y1GAL + ARNT ~9,0Kb 2,2Kb +0,3Kb + 6,5 Kb
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3. Transformacao de leveduras

Apds a selegcao dos vetores de expressao contendo os genes do HIF-1,
primeiramente foram montados sistemas para transformar as linhagens de leveduras
EG103, EG110 e EG118 com os vetores recombinantes Y1PGKa e Y1PGK},
isoladamente. Obtivemos transformantes para as linhagens EG103, EG110 e
EG118, cada linhagem portanto expressando HIF-1a ou ARNT. Apds termos isolado
algumas colbnias das leveduras transformadas em meio seletivo novo (SC leu
agar), algumas culturas foram crescidas em meio completo (YPD) durante a noite a
partir de clones isolados e extratos protéicos foram preparados para detectar a
expressao das subunidades a e 3 do HIF-1. As células foram sempre mantidas em
meio seletivo até o momento de inocula-las em meio YPD para preparagao de

extratos protéicos. Isso foi feito para evitar que as células perdessem os plasmideos.

4. Western blotting para a subunidade HIF-1a

Varios clones de cada linhagem transformada foram analisados através de
experimentos de Western Blot para detectar a expressdao do HIF-1a. Duzentos
microgramas de extrato protéico de cada linhagem (EG103, EG110 e EG118) foram
aplicados em gel de SDS-PAGE. Extratos de células transformadas com o vetor
Y1PGK (controle mock) e extratos de células nao transformadas foram utilizados
como controles negativos. Cinco microlitros de extrato nuclear de células HelLa
submetidas a condi¢cdo de hipdxia (1% de oxigénio, 37°C, 16 horas) foram usados
como controles positivos, ja que a subunidade HIF-1a é expressa em abundéancia
nestas células sob condicdes de hipdxia. Apds a transferéncia para uma membrana
de nitrocelulose, a expressdo da subunidade HIF-1a nas diferentes linhagens de
leveduras foi analisada. Western Blots foram feitos utilizando-se o anticorpo
policlonal obtido a partir da imunizagdo da gema de ovo de galinha, IgY anti-HIF-1a.
Como podemos observar na Figura 21 (painéis A e B), os controles positivos (extrato
nuclear de células HelLa submetidas a hipdxia) apresentaram sinais do tamanho
esperado de aproximadamente de 116 kDa (indicados pelas setas) e as amostras
EG103 (painel A, amostras 2, 5, 6, 8 e 9), EG110 (painel B, amostras 2, 3 e 4),
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embora com sinais fracos e EG118 (painel B, amostras 1, 2, 3, 5 e 6) apresentaram
sinais que correspondem ao tamanho esperado do HIF-1a. As linhagens
transformadas com o gene HIF-1a foram nomeadas EG103a, EG110a e EG118a.
Algumas transformantes ndo apresentaram sinais para a expressao do HIF-1a, com

pode ser observado na Figura 21.

A EG103 - tipo selvagem

|HeLa
| Mock1

=) Y1IPGKa

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9

130 KDa

HIF-1a —p

(~ 116 KDa)
100 KD a
B EG110 — SODZ EG118 - SODT"
s % x
o
$E= YIPGKa £ = Y1IPCKa
130 KDa
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(~ 116 Hc[llaj :
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Figura 21. Western blot para detec¢ao do HIF-1a. A) EG103 (tipo selvagem); B) EG110 (SOD2) e
EG118 (SODT"). Células das linhagens EG103, EG110 e EG118, foram transformadas com o vetor
Y1PGKa e 200 pg dos extratos protéicos de varios clones de cada transformante foram analisados
(EG103: 1 a 9; EG110: 1 a 5 e EG118: 1 a 7). Foi usado o anticorpo policlonal de gema de ovo de
galinha (IgY) anti-HIF-1a. Extratos de células nado transformadas (NT) e extratos de células
transformadas com o vetor vazio Y1PGK (Mock 1) foram usados como controles negativos. Cinco
micrograma de extrato nuclear de células HelLa submetidas a condi¢cdes de hipdxia, 1% O, foram
usados como controle positivo. Massas moleculares de 100 kDa e 130 kDa se referem ao marcador
de massa molecular de proteina BenchMarker PreStained (Invitrogen®).
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No sentido de verificar se 0 padrao de migracao do HIF-1a recombinante em
gel de poliacrilamida desnaturante e a sua estabilidade sao afetados pelos niveis de
oxigénio em leveduras, nos verificamos a expressao dessa proteina em células de
leveduras cultivadas sob diferentes niveis de oxigénio. Em algumas amostras de
extratos protéicos derivados de células crescidas em hipdxia foi verificado um nivel
de expressao maior em relacdo a amostra EG103a (crescimento sob normoxia). No
entanto, isso ndo indica que em normoxia o HIF-1a expresso esta sendo degradado
e/ou possui uma expressao menos eficiente. Os resultados da Figura 21 corroboram
com essa hipétese/afirmacao, ja que os extratos analisados nesse experimento
também sao derivados de células crescidas em condi¢gdes normais, onde foram
observados altos niveis de expressao do HIF-1a. Baseado nos resultados da Figura
22, nés observamos que a estabilidade e o padrao de migracédo do HIF-1a em gel de
poliacrilamida nao foram alterados, pois 0 mesmo padrao foi encontrado em extratos
provenientes de células de leveduras recombinantes crescidas em normoxia e
hipdxia e extrato nuclear de células HeLa humanas crescidas em hipoxia por 16 h.
Isso indica que os estudos com o HIF-1a na levedura podera ser feito em condicdes

normais de oxigénio.

EG103a

Hx NXx Hx Nx

003% 003% 13% 13% 20% 003% 1,3%  20%
. ﬂ . " . . : ‘

Figura 22. Western blot para a detec¢do do HIF-1a em condigcdes de norméxia (Nx) e hipéxia

(Hx). Extratos protéicos da linhagem EG103a crescida sob condi¢des de normodxia (20 % O,) e
hipoxia (9,72 mmHg e 0,3 mmHg, aproximadamente 1,3 % O, e 0,03 % O, respectivamente) foram
analisados quando a presenca de HIF-1a humano em experimentos de Western Blot. 200 ug dos
extratos protéicos foram fracionados em gel de poliacrilamida e a imunodeteccgao foi feita usando-se o

anticorpo policlonal 1gY anti-HIF-1a. Controle negativo (linhagem transformada com o vetor vazio,
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Mock 1): Controle positivo (extrato de células HeLa submetidas a condigbes de hipdxia, 1% O,, por 16

horas). Extratos de células submetidas a hipoxia foram analisados em duplicata.

Para proceder com as transformacgdes das linhagens que expressam o HIF-1a
com o vetor de expressdo Y2PGKp e obter linhagens duplo-transformadas, foram
utilizadas as amostras EG103 (Figura 21, amostra 6, painel A) e EG110 (Figura 21
amostra 2, painel B). Nao utilizamos a linhagem EG118, pois de acordo com seu
gendtipo essa linhagem foi engenheirada de forma que o gene da enzima
superoxido dismutase (SOD7) foi interrompido com o gene que corresponde a marca
de selecdo URA3 (MATa leu2 his3 trp1 sod1A::URAS3), portanto, ndo tinhamos como
usar o vetor Y2PGKB para transformar essa linhagem, cuja marca de selegao
auxotrofica € o URA3. Apé6s varias tentativas de transformacdes das EG103a e
EG110a com o vetor Y2PGK nao conseguimos obter células duplo-transformantes.
Apesar das analises feitas terem confirmado que de fato o vetor utilizado era o
Y2PGKJ3, ndo obtivemos células transformadas, mesmo utilizando como controles as
linhagens nao transformadas com o HIF-1a (EG103 e EG110).

No sentido de obtermos linhagens que co-expressem HIF-1 e ARNT,
adquirimos o vetor pY2ARNT com o Dr. Christopher Bradfield (Madison, USA). Esse
vetor também possui o ARNT sob controle transcricional do gene da PGK, mas com
marca de selegcdo auxotrofica para o gene que participa da via de sintese do
triptofano (TRP1). Obtivemos varios transformantes para a linhagem EG103. Nao
utiizamos a linhagem EG110, pois o seu gendtipo € MATa leu2 his3 trp1
Sod2A::TRP1, ou seja, o gene que codifica para a superdxido dismutase 2 (SODZ2)
foi interrompido com o gene TRP1. Portanto, ndo tinhamos como usar o vetor
PY2ARNT para transformar essa linhagem. Nenhum transformante da linhagem
EG118 foi obtido, pois, das varias tentativas, nenhum clone cresceu em meio
seletivo. Os experimentos susbsequentes foram conduzidos usando apenas a

linhagem EG103 (recombinantes e tipo selvagem).
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5. Western blotting para a subunidade ARNT.

Nés inicialmente analisamos a expressdo do ARNT nas linhagens de
leveduras transformadas somente com a construgdo Y1PGKp (Figura 23) usando o
anticorpo  monoclonal de camundongo, anti-ARNT (AbCam). As células
transformadas com o vetor contendo o ARNT expressaram eficientemente essa
proteina e foram entdo nomeadas EG1033, EG1108 e EG118B3. Embora néo
tenhamos usado essas linhagens nesse trabalho, elas poderdo ser utilizadas em

experimentos futuros.

EG103 EG110

Y1PGKB Mock1 Y1PGKB Mock1

EG118
Y1PGKB Mock 1 NT

Figura 23. Western blot para a detecgao do ARNT nas linhagens transformadas somente com o
vetor YIPGK@. Células das linhagens EG103, EG110 e EG118 foram transformadas com o vetor
Y1PGKp e colbnias isoladas das linhagens transformantes foram selecionadas para se verificar a
expressdo do ARNT. As células foram crescidas sob condigdbes de normoxia. Células ndo
transformadas (NT) e transformadas com o vetor vazio (Y1PGK, Mock 1) foram usadas como
controles negativos. 200 ug dos extratos protéicos de leveduras foram aplicados em gel desnaturante
de poliacrilamida 7,5 %. 5 yg de extrato nuclear de células HeLa submetidas a hipdxia (1% O,) foram
usados como controle positivo. Foi usado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-ARNT
(AbCam).

Em seguida a linhagem EG103a (Figura 21, painel A, amostra 6)

transformada com o vetor pY2ARNT foi utilizada para analisar a expressao do
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ARNT. Antes de proceder com o crescimento das células em meio completo YPD,
varios clones foram semeados novamente em meio minimo (SC) sem leucina e
triptofano para isolar somente células contendo as duas marcas seletivas. A
linhagem EG103a co-expressa o ARNT (87 kDa a 94 kDa) como pode ser verificado
na Figura 24. Uma vez que a expressao do ARNT foi confirmada, a expressao do
HIF-1a foi mais uma vez verificada (dado ndo mostrado). A linhagem que expressa
ambos HIF-1a e ARNT foi nomeada de EG103a.

EG103 Mock2 EG103af

Figura 24. Western blot para detec¢do do ARNT na linhagem EG103a transformada com o vetor
PY2ARNT. Células das linhagens EG103a foram transformadas com o vetor pY2ARNT e colbnias
isoladas da linhagem transformante foram selecionadas para se verificar a expressdo do ARNT. As
células foram crescidas em condicbes de norméxia. Células ndo transformadas (EG103) e
transformadas com o vetor vazio (Mock 2) foram usadas como controles negativos. 200 pug dos
extratos protéicos de leveduras foram aplicados em gel de poliacrilamida desnaturante 7,5%. Foi
usado o anticorpo policlonal de coelho anti-ARNT.

6. Obtencao da versao truncada do gene que codifica para o ARNT

Para obtermos a versdo truncada do gene que codifica para o ARNT,
amplificamos o ARNT pela técnica de PCR usando um par de oligonucleotideos, um
antisense e um sense (Tabela 4, oligonucleotideos tARNT-F e ARNTR-1 e Figura
13), o ultimo se anela ap6s o dominio bHLH desse gene. O tamanho do fragmento

esperado era de 1.953 pb (Figura 25).
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M - tARNT

2Kb —=

Figura 25. Amplificagdo do gene hif-15 (ARNT) para obteng¢do de sua versao truncada. Andlise
dos produtos da PCR em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com brometo de etideo. Nas reagées foi
usada a enzima Taq polimerase (Cenbiot®). M) marcador de massa molecular 1 Kb ladder
(Invitrogen®). -) reagdo sem DNA molde e tARNT) reagdo contendo 1 ng do plasmideo
pBShARNTKS" como DNA molde.

Assim, o gene ARNT truncado foi clonado em pGEM®-T Easy e
posteriormente subclonado no vetor de expressdao pYPGEZ2, cuja marca de selegao
auxotréfica € o TRP1 (estratégia de subclonagem ilustrado na Figura 26). A
orientagcdo do gene tARNT no vetor de expressao pYPGE2 foi verificada em gel de
agarose através da analise do perfil de restricdo usando as enzimas de restricdo
Kpnl e EcoRl. O esquema ilustrando a identificagdo do clone contendo o gene na
orientagao correta esta mostrado na Figura 27 e os produtos obtidos das digestdes
estdo mostrados na Figura 28. Os tamanhos dos fragmentos esperados estado

descritos na Tabela 7.
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Tabela 7. Vetor obtido apés subclonagem da subunidade truncada do ARNT no vetor de
expressao de S. cerevisiae. Estao relacionados o sistema de ligagéo (vetor e inserto) e os tamanhos
aproximados dos fragmentos principais esperados apds digestdo com as enzimas de restricdo Kpnl e
EcoRl para verificar as orientacdo do gene dentro do vetor de expressao.

Vetor Sistema Linear Kpnl EcoRl

PYtARNT pYPGE2 + tARNT ~ 7,6 Kb 1,1Kb + 6,5 Kb 0,8 Kb +1,1Kb + 5,7 Kb

A estratégia utilizada para obtengao do vetor contendo a versao truncada do
ARNT esta esquematizada na Figura 26.
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Figura 26. Representagao esquematica das estratégias utilizadas para a construgido do vetor

PYtARNT. O vetor pYPGE2 foi linearizado com a enzima de restricao BamHI. O produto de PCR da

subunidade truncada do ARNT foi clonado no pGEMT-easy® e propagado em bactéria (XL-1 Blue).
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Em seguida o fragmento liberado a partir da digestdo do vetor pGEM®-T Easy recombinante
(contendo o tARNT) foi sub-clonado no vetor pYPGE2 e o clone contendo o gene na orientagao

correta foi usado para transformar a levedura S. cerevisiae.

A orientagdo do gene tARNT dentro do vetor foi verificada através do perfil de

digestdo com as enzimas de restricao Kpn | e EcoR | (Figura 28).

pPGK v tARNT (~ 2,0 Kb) -
Kpnl e EcoRl ATG EcoRI (776 pb) Kpnl (1124 pb)
I |
I
Restante
EcoR 1 (1913 pb
N coR1(1913 pb) > do vetor
Restante
do vetor <> Produtos da digestdo com
< > EcoRI (~0,8Kb + 1,14 Kb
+ vetor)
< Produto da digestao com

Kpnl (~ 1,1 Kb + vetor)

Figura 27: Esquema ilustrando o sistema de digestao para a identificagdao do vetor contendo a
versao truncada do gene arnt na orientagdo correta. O vetor pYtARNT foi digerido com as

enzimas de restricdo Kpnl e EcoRI. Os tamanhos dos principais produtos esperados obtidos das

digestdes estado descritos na tabela 7.

Kpnl  EcoRlI M

Figura 28. Andlise de restricdo do vetor pYtARNT. Andlise em gel de agarose 0,8% (p/v) corado
com brometo de etideo das digestées do vetor pYtARNT com as enzimas Kpnl e EcoRI. Os tamanhos

dos fragmentos esperados a partir das digestbes estdo descritos na Tabela 7. 1) vetor intacto; Kpnl)
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digestdo com Kpnl; EcoRl) digestdo com EcoRI; M) marcador de massa molecular 1 Kb ladder

(Invitrogen®).

Em resumo, nesse trabalho obtivemos varias linhagens recombinantes que
expressam as subunidades do HIF-1, HIF-1a e/ou o ARNT. As linhagens
recombinantes e as linhagens controles obtidas neste estudo estdo descritas na
Tabela 8.

Tabela 8. Linhagens de leveduras obtidas nesse trabalho. A expressdo do HIF-1a e ARNT foi
detectada nas linhagens recombinantes através de ensaios de Western Blot. Linhagens nao
transformadas ou transformadas apenas com os vetores vazios (células mock) foram usadas como

controles negativos dos ensaios.

Linhagem Vetores de expresséo Observacao
EG103WT (Tipo selvagem)  Nao Transformada Controle negativo
EG103M1(Mock 1) Y1PGK Controle negativo
EG103a Y1PGKa Expressao do HIF-1a confirmada
EG103B Y1PGKp Expressao do ARNT confirmada
EG103M2 (Mock 2) Y1PGK + pYPGE2 Controle negativo
EG103ap Y1PGKa + pY2ARNT Expressdes do HIF-1a e ARNT confirmadas
EG103atp Y1PGKa + pYtARNT Expressao do HIF-1a confirmada e tARNT n&o confirmada
EG110WT (Tipo selvagem)  Nao Transformada Controle negativo
EG110M1 (Mock 1) Y1PGK Controle negativo
EG110a Y1PGKa Expressao do HIF-1a confirmada
EG110B8 Y1PGKB Expressdo do ARNT confirmada
EG118WT (Tipo selvagem)  Nao Transformada Controle negativo
EG118M1 (Mock 1) Y1PGK Controle negativo
EG118a Y1PGKa Expressao do HIF-1a confirmada
EG118B Y1PGKpB Expressao do ARNT confirmada

7. EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay)

No sentido de investigar se as duas subunidades do HIF-1 expressas em
leveduras sdo capazes de se ligar a sequéncia especifica de reconhecimento no
DNA nos fizemos experimentos de EMSA. Como mostra a Figura 29, o

oligonucleotideo de 18 pares de bases W18, derivado do enhancer localizado na
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regido 3’ do gene da eritropoietina humana foi reconhecido por proteinas presentes
nos extratos derivados da linhagem EG103a. O reconhecimento e ligagcdo a esse
oligonucleotideo foram abolidos quando usamos amostras de células que
expressam a versdo completa do HIF-1a e a verséo truncada do ARNT (EG103atp)
(dados ndao mostrados). A versao truncada do ARNT foi construida de maneira que
ela é incapaz de formar o heterodimero com o HIF-1a e reconhecer e se ligar ao
motivo HRE. Portanto, os resultados indicam que as subunidades do HIF-1
expressas em leveduras sdo as proteinas formadoras do complexo DNA-proteina
observado nas amostras da linhagem EG103aB. Além do complexo de ligagcéo
especifico observado somente nas amostras derivadas da linhagem EG103af um
produto de ligagado foi detectado nas outras amostras (extratos de células nao
transformadas ou transformadas com o vetor vazio). Ambos produtos de ligagéao
foram desfeitos usando um excesso molar de 250X do oligonucleotideo W18 néo
marcado radioativamente, indicando que leveduras possuem proteinas endoégenas
que reconhecem o motivo HRE com uma afinidade similar ao HIF-1 (dado n&o

mostrado).
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Figura 29. Ensaio de mudanga de mobilidade eletroforética (EMSA) foi feito usando a sonda
EPO marcada radioativamente em gel de poliacrilamida 5% nativo. Cada reagdo continha
150.000 cpm da sonda EPO, 0,3 ng de poli (dI-dC) e 50 pg de extrato protéico total de leveduras
crescidas sob condi¢cdes normais de oxigénio. A fonte de extrato total de levedura esta indicada:
EG103 (tipo selvagem, nao transformada); Mock2 (transformada com os vetores vazios pYPGE2 e
Y1PGK) e EG103aB (EG103 transformada com Y1PGKa e pY2ARNT). O experimento foi repetido

duas vezes.
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8. Curva de crescimento

Ja é bem descrito na literatura que o HIF-1 é um fator de transcricéo
envolvido na regulagdo génica de varios processos celulares, incluindo o seu
envolvimento na sobrevivéncia/crescimento celular e também apoptose. A partir das
analises de bioinformatica onde encontramos possiveis HREs em varios promotores
de genes de leveduras (Tabela 10, pagina 106) e a atividade ligante de HIF-1
observada em ensaios de EMSA (Figura 31, pagina 100), nés especulamos se o
HIF-1 expresso em leveduras poderia se ligar a alguma regidao promotora de um
possivel HRE funcional encontrado nos genes de leveduras e assim levar a alguma
alteragao no seu crescimento celular. Para isso, medimos o crescimento das células
em meio minimo até que as culturas atingissem a fase estacionaria (Figura 30). Nas
primeiras seis horas de crescimento as culturas apresentaram uma taxa de
crescimento similar, ou seja as densidades oticas das amostras apresentaram
valores sem diferenga estatistica (OD600: EG103WT = 0,1165 + 0,0055; EG103M2
= 0,0815 + 0,0015; EG103af = 0,073 + 0,0065 e EG103 atf = 0,0845 + 0,005),
embora a amostra EG103WT tenha apresentado uma taxa de crescimento maior em
relagdo as outras amostras. No entanto, apos 54 h de cultivo, as culturas EG103M2
e EG103ap apresentaram diferengca no crescimento com p < 0,05 (Teste Anova

seguido Student Newman-Keuls test).
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Figura 30. Curva de crescimento das culturas de leveduras. Culturas de células EG103WT,
EG103M2, EG103aB e EG103atp crescidas durante a noite foram inoculadas em 30 mL de meio
minimo novo para uma densidade 6tica (OD600nm) inicial de 0,05. Periodicamente aliquotas de cada
cultura foram retiradas e as OD600nm foram medidas e registradas. O grafico mostra dados oriundos
de dois experimentos independentes feitos no mesmo dia. O experimento foi repetido trés vezes em

dias diferentes com resultados semelhantes.

Para verificarmos se essa diferenga no crescimento poderia ser causada por
uma maior demanda da maquinaria de sintese protéica nas células duplo-
transformadas e ndo por um efeito direto do HIF-1, testamos células transformadas
com o gene para a subunidade HIF-1a e o gene truncada para a o ARNT. Embora
as culturas EG103M2 e EG103atp tenham apresentado padrbes de crescimentos
idénticos (valores de p nao significantemente diferentes), verificamos que nao houve
diferenga significativa entre as culturas EG103apf e EG103atf (OD600 apds 54
horas de crescimento: EG103M2 = 3,735 + 0,005; EG103af3 = 3,36 + 0,12 e EG103
atp = 3,78 + 0,07). Esses resultados indicam que as diferengas observadas nao se
devem ao fato de que o dimero de HIF-1 esteja exercendo algum efeito regulatorio
em genes de leveduras. Acreditamos que as diferengas observadas no crescimento
se devem unicamente ao fato de que as células estejam desviando sua maquinaria

celular basal para a sintese de proteinas heterélogas.




99

9. Deteccgao da ligacao de proteinas endégenas de leveduras ao DNA

Para investigar se alguma proteina enddgena de levedura reconhece e se liga
ao motivo HRE derivado do enhancer 3’ do gene da eritropoietina humana, fizemos
experimentos de EMSA usando extratos de leveduras submetidas a condi¢cdes de
normoxia e hipoxia (Figura 31). Verificamos que leveduras possuem proteinas
capazes de se ligar ao HRE de EPO humana sob condi¢gdes de normdxia e hipdxia.
Além disso, nas amostras submetidas a hipdxia houve uma banda induzida (1,6

vezes) relativa a mesma banda na amostra submetida a norméxia.
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Figura 31. Teste de mudan¢ca de mobilidade eletroforética (EMSA). Analise de atividade de
ligacdo de proteinas enddgenas de leveduras ao elemento responsivo a hipoxia (HRE) foi feita
usando a sonda EPO marcada radioativamente em um gel de poliacrilamida nativo (5%). Cada
reagdo continha 150.000 c.p.m. da sonda EPO, 0,3 pug de poli (dI-dC) e 50 ug de extrato total de
levedura. As fontes dos extratos usados estdo indicadas como: EG103 incubadas sob condi¢des de
normoxia (Nx, 20% O,) ou hipdxia (Hx, 0,03% O,). A proteina enddgena induzida sob hipdxia que se

liga ao sitio de reconhecimento esta indicada. O experimento foi repetido duas vezes.
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10. Clusters de HRE no genoma da levedura S. cerevisiae

Nés usamos o programa RSAT (Ferramenta de Anadlise de Sequéncia
Regulatéria) para pesquisar elementos responsivos a hipdxia (HRE) em potencial
nas sequéncias regulatérias a montante de todos os genes de S. cerevisiae. Das
5.863 ORFs analisadas no banco de dados de leveduras, encontramos 807
promotores de genes contendo motivos HRE. O tamanho que escolhemos para
todas as sequéncias amontante foi de 800 pb, ja que bons resultados nesse tipo de
pesquisa sao geralmente obtidos com regides de -800 a -1 a partir do cédon de
iniciagéo da transcricao (Fonte: RSAT). Em leveduras, 99% de todos os elementos a
montante conhecidos s&o encontrados dentro dessa regido (fonte: TRANSFAC).
Uma vez que o DNA gendmico da levedura € dupla-fita, o programa RSAT
pesquisou por sitios de ligagdo do HIF-1 em ambas as fitas, procurando na diregao
5 > 3’, e registrando os motivos encontrados. Nos analisamos os resultados e
encontramos 91 promotores que contém clusters de HRE (dois ou mais motivos).

Posteriormente, as sequéncias encontradas foram validadas estatisticamente.

11.Validagao estatistica dos resultados obtidos com o programa RSAT

A Tabela 9 mostra os resultados obtidos apds a analise usando o TRANSFAC
e descreve 73 genes de S. cerevisiae que possuem HREs em potencial. Ela também
mostra os valores de p e a localizagdo destes elementos a partir do cdédon de
iniciacdo da transcricdo de cada gene. Das 91 sequéncias analisadas, 18 tinham
clusters de HRE em suas regides regulatorias que nao foram dadas como sendo
estatisticamente significantes. A diferenca observada nos tamanhos de todos os
motivos na Tabela 9 é devido a definicdo da PWM no TRANSFAC.
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Tabela 9. HRE em potencial nas regiées regulatérias a montante dos genes de levedura. Os

motivos encontrados no genoma de S. cerevisiae foram analisados através do banco de dados

TRANSFAC e a validagao estatistica foi feita como indicada pelo valor de p (p-value). * Sequiéncias

sdo mostradas na diregao 5> 3’, mas o HRE esta na fita reversa complementar. O centro do motivo

esta sublinhado e os genes em negrito se referem aqueles onde dois ou mais motivos foram

validados estatisticamente. Motivos foram considerados estatisticamente significativos usando um

valor de corte de p de 0,1. N.S: Nao significativo.

Nome do gene Seqléncia (5’ 2> 3)) Localizagao Valor de p
ALDG6 GGCGACGTGCTGGT [-645:-632] 0.040
TACGTGAGG [-707:-699] 0.081
ARO9 CTAGGCACGTGGCTGC [-588:-573]* 0.019
GTACGCACGTGGGCGA [-472:-457] 0.084
TTGCTCACGTGACCGA [-258:-243] 0.095
TTTCCCACGTGCTCCG [-529:-514] 0.098
ASC1 GAGGACGTGCTTCT [-245:-232]* 0.019
AATACGTGGTTC [-483:-472]* NS
ATM1 TATACGTGCCCT [-187:-176]* 0.061
AATTTCACGTGATGTA [-166:-151] 0.035
BUD7 GTGTTCACGTGACGCT [-254:-239] 0.025
TACGTGGTTC [-524:-515] * NS
CIS3 TGCGTGCGT [-442:-434]* 0.059
GAAAACACGTGACCTG [-460:-445] 0.009
AAATGCACGTGTCTGT [-574:-559] NS
CTF19 TAAGCCACGTGGGCCC [-298:-283]* 0.089
AGCACGTGCATG [-331:-320]* NS
CWP1 TGCGTGCGG [-307:-299]* 0.006
GACGTGGTTG [-701:-697] NS
DAN1 CAATCCTCACGTGCTTTCTT [-514:-495]* 0.034
CGCGTGCCTT [-229:-220]* NS
EXG1 AATAACACGTGCCTTT [-59:-44]* 0.040
GGCGTGCTCG [-359:-350] NS
GIT1 ACTACGTGCTGC [-479:-468] 0.080
GCGCACGTGCATGA [-521:-508]* 0.036
GCAGACGTGAGTTG [-55:-42]* 0.091
AAAACGTGGGGC [-645:-634] NS
GAACGTGC [-204:-195]* NS
GLY1 TGTGCAGCACGTGACCCACG [-504:-485]* 0.037
GGCGTGCCG [-636:-628] NS
GCGGCGTGTATAAG [-680:-667]* NS
GPA2 GCGTGCGTGCAGCC [-157:-144]* 0.042
GGCGTGCTCC [-360:-351]* NS
CGCGTGATTT [-28:-19]* NS
GSH1 GTAGTCACGTGCGCGC [-372:-357] 0.0002
CTTTCCACGTGGTCTC [-112:-97]* 0.043
GAATACGTGTGTGT [-601:-588] NS
HIF1* GGCGTGAGG [-689:-681] 0.096
CGTCTCACGTGGTTTC [-666:-651]* NS
TGCGTGACG [-509:-501] NS
HMS2 GAGCACGTGCGACG [-399:-386]* 0.079
TCTGACGTGCGGCT [-15:-2] NS
HXK1 GCACACGTGCGGGA [-466:-453] 0.003
CGCGTGGGTT [-563:-554] NS
GAGTACGTGTTCCT [-634:-621]* NS
ICY2 CAACAGTCACGTGCGCATCT [-776:-757]* 0.015
GGGGTCACGTGTGTTT [-373:-358] 0.055
AAGAGAACGTGCAACC [-467:-452] NS
IDH1 TAGAAAGCACGTGACTTACG [-487:-468]* 0.009




IESS

IES6

INM1

LST4

MBF1

MET10

MET28

MET3

MET6

MNN1

MNN5

NCE103

NCP1

PIL1

RAD59

RCS1

RHR2

RNR3

RPS4A

SBH2

SIS2

SNF11

SPA2

GTTATCACGTGATAGT
TGAATCACGTGTGCCT
CGTICGTGCGGG
TGTAAGTCACGTGAAATATT
ATGTGCACGTGATGTG
GGCGTGATGG
CGTGGGTCACGTGCTGCACA
GGCGTGCCG
GCGGCGTGTATAAG
GGCGTGCGT
AATTACACGTGGTTTT
AAAGCAACGTGCGCAA
GTACACGTGCGTGT
TACGTGAGT
GTGTTCACGTGACGCT
TACGTGGTTC
GTGGTCACGTGCTTCT
AAGCTCACGTGGTGTG
TAAGTCACGTGCACTC
GGCGTGAGTC
CTGGTCACGTGACCTT
AAAGTCACGTGTAATT
AATATTTCACGTGACTTACA
ATGTGCACGTGATGTG
TGCGTGCGC
CGTGCCACGTGCTTTT
GTGGTCACGTGATGTG
GGCGTGCCC
CGTAAGTCACGTGCTTTCTA
GTTATCACGTGATAGT
TGAATCACGTGTGCCT
CGTTICGTGCGGG
TGCGTGCGT
GACACATCACGTGTGTGCTC
CGCGTGATTT
TGCGTGAGG
GACGTGGCTG
AAAAGCACGTGACGTG
CGCGTGGTTC
CGCGTGCGG
CGCGTGCTCG
CGCGTGCGC
AAAGAAACGTGGTGGT
ATTAACGCGTGGCGGG
TGCGTGCGA
TGCGTGCCG
GAGCACGTGCGACG
AGTACGTGGTCT
GCGTGCGTGCAGCC
CGCGTGATTT
GGCGTGCTCC
TGCGTGCGT
TGATTCACGTGATCTA
GGGTACGTGTGTTA
GAAAGCACGTGAGCGT
TACGTGGGGT
GAAGAAACGTGAAAAG
GGCGTGAGG
CGTCTCACGTGGTTTC
TGCGTGACG

[-465:-450]
[-402:-387]*
[-507:-496]*
[-205:-186]*
[-165:-150]*
[-150:-141]*
[-480:-461]*
[-337:-329]*
[-298:-285]
[-245:-237]*
[-400:-385]
[-149:-134]
[-245:-232]*
[-319:-310]*
[-510:-495]*
[-234:-225]*
[-236:-221]
[-254:-239]
[-224:-209]
[-107:-98]*
[-382:-367]
[-365:-350]*
[-502:-483]*
[-538:-523]
[-376:-368]*
[-361:-346]*
[-548:-533]
[-709:-701]
[-344:-325]*
[-362:-347]
[-425:-410]
[-316:-305]
[-376:-368]
[-249:-230]*
[-547:-538]
[-291:-283]
[-422:-413]
[-203:-188]
[-585:-576]
[-636:-628]
[-390:-381] *
[-403:-395]
[-626:-611]
[-466:-451]*
[-554:-546]
[-365:-357]*
[-742:-729]
[-195:-184]*
[-485:-472]
[-610:-601]*
[-278:-269]
[-269:-261]
[-489:-474]*
[-410:-397]
[-642:-627]*
[-129:-120] *
[-391:-376]
[-65:-57]*
[-95:-80]
[-245:-237]*

0.002
NS
NS
0.030
0.060
NS
0.037
NS
NS
0.094
0.064
NS
0.095
NS
0.025
NS
0.003
0.045
0.010
NS
0.013
0.083
0.030
0.060
0.012
0.063
0.003
NS
0.009
0.002
NS
NS
0.050
0.026
NS
0.025
NS
0.030
NS
0.045
NS
0.087
NS
NS
0.031
0.057
0.079
NS
0.042
NS
NS
0.059
0.088
NS
0.015
NS
NS
0.096
NS
NS
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SPL2

SRB2

STB3

SuC2

SWE1

TDH2

TPS1

USO1

VTC3

YAPS

YCRO087C-A

YHRO33W

YILO55C

YLLO56C

YLR049C

YLR156W**

YLR157W-D**

YLR159W**

YLR161W**

YSR3

ZRT3

CGCACGTGGGCG
CTAGGCACGTGGCTGC
TTGCTCACGTGACCGA
TTTCCCACGTGCTCCG
TGCGTGCGT
GAGCACACACGTGATGTGTC
CGCGTGATTT
CCGCACGTGCGCGC
TGCGTGAGA
AAATTCACGTGCTCCG
AATTTAACGTGCTTCT
ATAATAACGTGCAAAA
TGGACGTGGGGT
GGCGTGCCTT
GTGGTCACGTGATGTG
GGCGTGCCCC
CGTACGTGCGGT
TTTACCACGTGATCTG
TTAAAAACGTGTTTGA
GCTGACGTGCTTGG
CGGGCGTGGTGC
TGACGTGCTTG
AAAAGCACGTGACGTG
CGCGTGGTTC
TAAGCCACGTGGGCCC
AGCACGTGCATG
TAAGTCACGTGCACTC
GGCGTGAGTC
TATACGTGCGGT
AAGGCCACGTGACGCA
TGCGTGCCG
TAATACACGTGCCCGT
CGCGTGCGC
AAAGAAACGTGGTGGT
ATTAACGCGTGGCGGG
TACGTGAGG
TGGACGTGAGCT
TATACGTGCAGC
TGCGTGCGC
CGCGTGATTT
CGTACGTGATGG
TACGTGATTC
CGTACGTGATGG
TACGTGATTC
CGTACGTGATGG
TACGTGATTC
CGTACGTGATGG
TACGTGATTC
CGTACGTGCTCG
GTGGACGTGCCTAT
AAAGTAACGTGGGGAC
AGATGGCGTGCTTCTAAT
GTACACGTGCGTGT
TACGTGAGT

[-149:-138]*
[-36:-21]
[-366:-351]*
[-95:-80]*
[-311:-303]*
[-449:-430]*
[-245:-237]*
[-484:-471]*
[-379:-371]
[-190:-175]
[-265:-250]
[-526:-511]*
[-406:-395]
[-545:-536]*
[-359:-344]*
[-191:-182]*
[-225:-214]
[-406:-391]*
[-651:-636]*
[-383:-370]
[-578:-567]
[-78:-69]*
[-524:-509]*
[-136:-127]*
[-350:-335]
[-313:-302]
[-281:-266]*
[-392:-383]
[-575:-564]*
[-443:-428]*
[-387:-379]
[-223:-208]*
[-732:-724]
[-516:-501]*
[-676:-661]*
[-535:-527]
[-734:-723]
[-81:-70]
[-116:-108]
[-62:-53]*
[-777:-766]
[-185:-176]
[-777:-766]
[-185:-176]
[-777:-766]
[-185:-176]
[-777:-766]
[-185:-176]
[-188:-177]
[-323:-310]*
[-228:-213]*
[-243:-234]*
[-575:-562]
[-496:-488]

0.090
0.019
0.095
0.098
0.050
0.026
NS
0.023
NS
0.018
NS
NS
0.032
NS
0.003
NS
0.0003
0.032
NS
0.070
NS
NS
0.030
NS
0.089
NS
0.010
NS
0.008
NS
0.044
0.034
0.087
NS
NS
0.081
NS
0.021
0.006
NS
0.039
NS
0.039
NS
0.039
NS
0.039
NS
0.020
NS
NS
NS
0.095
NS
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* Note que HIF1 se refere ao componente da histona acetiltransferase B de levedura, um complexo
localizado principalmente no nucleo (Poveda et al.,, 2004) e ndo ao fator 1 humano induzivel por

hipoxia (HIF-1)
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12.Classificagao dos genes de leveduras que possuem HRE

Em um trabalho de revisdo recentemente publicado por Wenger et al. (2005), cerca
de 70 genes alvos regulados por hipdxia conhecidos foram descritos e os autores
sugerem que pelo menos 200 genes podem ser regulados por baixos niveis de
oxigénio em mamiferos. Os genes que estes autores descreveram participam de
processos celulares tais como suprimento de oxigénio, metabolismo, crescimento
celular e apoptose e outros que participam de uma ampla variedade de funcdes. Na
Tabela 10 nés listamos, de acordo com os papéis em diferentes processos
biologicos, o total de 24 genes da Tabela 9 que apresentaram dois ou mais motivos
validados. Interessantemente verificamos a presenca de um gene que participa da
glicélise (TDH2, que codifica para a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e outro
envolvido no ciclo do acido citrico (IDH1, que codifica para a isocitrato
desidrogenase), como também alguns outros que participam do metabolismo de

aminoacidos.




Tabela 10. Genes de levedura que contém clusters de HRE em potencial listados de acordo com suas fungdes biolégicas. O numero de motivos
estatisticamente significativos para um dado gene esta indicado na ultima coluna. * Se refere aqueles genes que possuem seus niveis transcricionais

aumentados sob condi¢bes de anaerobiose em Saccharomyces cerevisiae segundo estudos de ter Linde et al. (1999).

Gene de Nome do gene/descrigao Processo Biolégico Motivos
levedura HRE
TDH2* Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase Metabolismo de carboidrato 2
ARO9 Aminotransferase |l de aminoacido aromatico Metabolismo de aminoacidos 4
MET3 ATP sulfurilase Metabolismo de aminoacidos 2
MET6* 5-metiltetrahidropteroil triglutamato homocisteina metiltransferase = Metabolismo de aminoacidos 2
MET10 Subunidade a da sulfito redutase Metabolismo de aminoacidos 2
IES5 Subunidade 80 da Ino Remodelamento da cromatina 2
NCE103 Proteina semelhante a anidrase carbénica Resposta ao estresse oxidativo 2
RNR3 Ribonucleotideo redutase, subunidade menor (R1) Replicagdo do DNA 2
SRB2 RNA polimerase Il holoenzima/subunidade mediadora Manutengdo do telémero, regulagéo da transcricéo 2
CIS3* Clk1 Suppressing Estrutura da parede celular 2
MNN1* Alfa-1,3-manosiltransferase Estrutura da parede celular 2
GIT1 Permease envolvida na captagéo de glicerolfosfoinositol (GroPIns) Transporte de glicerolfosfodiester 3
SIS2 Slt4 Supressor Transicao do ciclo celular mitético, biosintese coenzima A, 2
regulacdo da progressao através do ciclo mitético celular,
resposta o estresse salino
ALD6 Aldeido desidrogenase Biosintese de acetato 2
ATM1* Transportador ABC Homeostase de ions de ferro 2
GSH1 Gama-glutamilcisteina sintetase Biosintese de glutationa 2
IDH1 Isocitrato desidrogenase 1 subunidade alfa-4-beta-4 Biosintese de glutamato, metabolismo do isocitrato, ciclo 2
do &cido citrico
INM1 Inositol monofosfatase Defosforilacdo do fosfatidilinositol 2
NCP1* NADP-citocromo P450 redutase Transporte de eletrons, biosintese de ergosterol 2
SPL2 Supressor da delecado de PLc1 Enzima com atividade inibitéria 4
STB3 Proteina ligante 3 Sin Desconhecida 2
ICY2 OREF, Nao caracterizada Interage com o citoesqueleto 2
YHRO33W  ORF, Nao caracterizada Desconhecida 2
YLR049C* ORF, N&o caracterizada Desconhecida 2
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13.Motivos LORE no genoma da levedura S. cerevisiae

Similarmente ao HRE, nds procuramos por motivos LORE no genoma da
levedura S. cerevisiae usando como sequéncia padrao 5-ACTCAACAA-3 e
verificamos a existéncia de somente 26 genes que possuem esse motivo (Tabela
11). Dentre os 642 genes descritos por ter Linde et al. (1999) induzidos sob
condigbes de anaerobiose, apenas quatro apresentaram o motivo LORE (em negrito
na Tabela 11).

Tabela 11. Relagao dos genes de levedura que possuem motivos LORE em potencial. Os genes
em negrito se referem aqueles que sdo induzidos sob condigbes anaerdbicas com os niveis de

inducéo indicados entre parénteses.

Nome do Gene

ARK1, ASG1, BSC2, BUL2 (1,5X), DNF1, FKH1, GAT2 (1,5X), GID8, HAP1, MTG2, MTD1, NDLA1,
NEO1, OLE1 (3x), PEX31, RPL35A, SDS23, SFT1, SRP72, TRZ1, VPS35, YAL064C-A, YALO10C,
YALOOSW, YFLO52W (2X), YHR212W-A
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VIl. Discussao

1. S. cerevisiae como um modelo de estudo

Células expostas a condi¢des limitantes de O», normalmente ajustam seus
niveis de expressao génica. Essas mudangas permitem que as células se adaptem e
sobrevivam sob condi¢gdes de déficit de O, e energia. Quando mecanismos
protetores estdo ausentes, o dano a célula e subsequente morte celular podem
ocorrer. Muitos estudos tém demonstrado a participagdo do HIF-1 em processos
fisiolégicos, na progressdo de tumores e outros processos patoldgicos, através do
controle transcricional de grupos de genes tais como aqueles que codificam para
fatores angiogénicos, transportadores de glicose, enzimas glicoliticas e fatores de
sobrevivéncia celular. Numerosos estudos tém sido conduzidos na tentativa de
entender melhor os mecanimos que modulam a fungcdo do HIF-1, tais como as
modificagdes poés-traducionais e quais sao 0s parceiros que interagem com esse
fator de transcricao.

As modificacdes pos-traducionais da subunidade HIF-1a sdo importantes para
a atividade dessa proteina e regulacao posterior de genes alvos controlados pelos
niveis de O,. Nesse estudo, desenvolvemos um sistema de levedura para a
expressdo das subunidades do HIF-1 humano sob controle de um promotor
constitutivo. Ambas subunidades do HIF-1 foram expressas sob condi¢ées normais
de oxigénio, sem indicacdo de produtos de degradagao. As analises de ensaios de
EMSA mostraram que as proteinas expressas heterologamente foram capazes de
se ligar a sequéncia do enhancer 3’ do gene da eritropoietina humana que contém o
motivo HRE. Para verificar se os resultados obtidos nos experimentos de EMSA
foram indicativos da interagcédo entre HIF-1a e ARNT, ndés produzimos uma linhagem
duplo-transformada que expressa o HIF-1a tipo selvagem e uma versao truncada do
ARNT (EG103atB). O ARNT truncado nao possui os primeiros 139 aminoacidos da
extremidade NH,-terminal e como mostrado para uma construgédo similar (Gradin et
al., 1996), é incapaz de se dimerizar ao DNA. Como esperado, a aboli¢do da ligagao

ao DNA foi observada quando foi usado o extrato de células EG103atp.
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Tem sido frequentemente demostrado que a fosforilagdo pode mudar o
padrdo de migragao de uma proteina em géis desnaturantes de poliacrilamida (SDS-
PAGE). Richard et al. (1999) mostraram que o HIF-1a enddgeno de células Hela
incubadas sob condi¢des de hipdxia migra com padrao muito difuso (104-116 KDa)
quando analisado por SDS-PAGE. HIF-1a traduzido in vitro ou HIF-1a extraido de
células HelLa submetidas a hipoxia e cujo extrato protéico foi previamente
defosforiladas com uma A fosfatase, mostra um decréscimo notavel em sua massa
molecular de 116 kDa para 104 kDa. A diminuicdo na massa molecular do HIF-1a
traduzido in vitro provavelmente ocorre porque esta € uma condigdo onde poucas
modificacdes pods-traducionais sdo possiveis, indicando que o HIF-1a sofre fortes
modificagdes pds-traducionais quando expresso em um sistema celular completo. A
fosforilagdo do HIF-1a pode ser devido a atividade da MAP quinase p42/44 e da
quinase p38 (Gao et al., 2002).

Embora ambas MAPK fosforilem o HIF-1a in vitro, estudos com mutagdes nos
sitios de fosforilagdo do HIF-1a sugerem que sua transativacdo nao € afetada ou
mediada diretamente pela fosforilagdo. E possivel que MAPKs exercam seus efeitos
em cofatores do HIF-1 (Huang e Bunn, 2003). No entanto, usando HIF-1a
recombinante expresso em bactérias como substrato em experimentos de
fosforilagdo (nesse ensaio o HIF-1a recombinante purificado nao fosforilado foi
incubado com extratos de células Hela), Mylonis et al. (2006) mostraram que a
MAPK p42 de extrato de células HeLa modifica dois residuos de serina nas posicoes
641 e 643, dentro do dominio inibitério (ID) do HIF-1a. Apés mutagdes desses sitios
eles verificaram que a atividade transcricional do HIF-1a nao foi afetada quando
testada em um sistema de levedura, como descrito anteriormente (Braliou et al,
2006), mas inibiu fortemente ambas atividade e acumulo dessa proteina no nucleo
de células HelLa. Portanto, o papel da fosforilacdo do HIF-1a ainda permance
controverso.

Células de leveduras sado capazes de fazer varias modificagdes pos-
traducionais como os eucariotos multicelulares. S. cerevisiae possui cinco classes
principais de MAPKSs: Fus3, Kss1, SIt2/Mpk1, que pertecem a familia de MAPKs do
tipo ERK, Hog1 homdloga a p38 MAPK e finalmente, a MAPK Smk1 (Gustin et al.,
1998, Posas et al., 1998) que media diferentes processos fisioldgicos. O presente
trabalho, sugere que o HIF-1a humano poderia ser fosforilado por uma das MAPK de

leveduras. De fato nés observamos que o padrdo de migragdo do HIF-1a humano
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recombinante produzido na levedura foi igual ao encontrado em extratos nucleares
de células Hela incubadas sob hipoxia (aproximadamente 116 kDa), o qual é
fosforilado. Nés nao observamos nenhum sinal na regido de 104 kDa
(correspondente a forma defosforilada do HIF-1a) nos experimentos de western blot,
indicando que todo o HIF-1a expresso em levedura pode ter sido fosforilado.

Enquanto este trabalho estava sendo desenvolvido, um trabalho similar no
que diz respeito a expressao das subunidades do HIF-1 em leveduras foi publicado
(Braliou et al., 2006). Esses autores co-expressaram ambas subunidades do HIF-1
(a e B) na levedura S. cerevisiae. Usando um plasmideo contendo um gene repérter
sob controle de elementos HRE, os autores mostraram que o HIF-1a e ARNT co-
expressos em levedura montam um fator de transcricdo heterodimérico funcional.
Esses autores também verificaram a importancia da Hsp90 de leveduras na
atividade 6tima do HIF-1 expresso nessas células. Usando inibidores especificos de
Hsp90 (geldanamicina e radicicol), os quais ja foram demonstrados ter um efeito
inibitorio na atividade transcricional do HIF-1 em células de mamiferos, eles inibiram
significantemente a atividade do HIF-1 em leveduras. Portanto, esses resultados
demonstraram que o sistema de levedura contém os componentes minimos
necessarios para uma resposta transcricional a hipoxia similar aquela presente em
humanos. Com esses resultados, as evidéncias apresentadas dao suporte a
hipotese de que os aspectos criticos do mecanismo de “sentir’” o oxigénio sao
altamente conservados entre todos os eucariotos e provavelmente uma via de
resposta semelhante ao HIF-1 esteja presente em leveduras. Nossos resultados
adicionam a esses dados por mostrar que o HIF-1a expresso em leveduras é
provavelmente fosforilado, um mecanismo basico necessario para a ativacdo e
regulacédo do HIF-1a (Richard et al., 1999). Assim postulamos que, como o HIF-1 foi
capaz de ativar a transcricdo do gene repérter da B-galactosidase em leveduras
(Braliou et al., 2006) esse microorganismo talvez possua co-ativadores capazes de
reconhecer o HIF-1 e levar a sua ativagédo. Além disso, temos indicio de que o HIF-1
altera o padrao de crescimento das células transformadas.

A atividade de prolil 4-hidroxilase € necessaria para levar o HIF-1a a
degradacgédo. Em relagdo a presenca de prolil 4-hidroxilases em leveduras, até o
momento, ndo existe descricdo de proteinas especificas de S. cerevisiae que
participam da degradacdo mediada pelo proteasoma através de um complexo de

ubiquitinagdo contendo o VHL. Além disso, a atividade de prolil 4-hidroxilase €&
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geralmente considerada ausente em microorganismos. O uUnico modelo onde sua
atividade foi descrita foi em Hansenula polymorpha, um sistema de expressao bem
conhecido, que inesperadamente apresentou a capacidade enddgena de hidroxilar
residuos de prolina (de Bruin et al, 2001). Apesar de nao ter sido descrito qualquer
homodlogo ao VHL ou HIF prolil 4-hidroxilase em levedura, estdo presentes uma via
de degradagao dependente de ubiquitinacdo e uma via proteasoma 20S. Em
leveduras, existem 14 genes que codificam para as subunidades do proteasona 20S
e o proteasoma forma uma populacdo uniforme na qual cada particula tem as
mesmas 14 subunidades diferentes (Chen e Hochstrasser, 1995). Baseados nessa
informacéo, no inicio desse trabalho nés especulamos se o HIF-1a poderia ser
expresso estavelmente em leveduras sem ser alvo de degradagéo sob condigbes de
normoéxia. Como pudemos verificar o HIF-1a expresso em leveduras nao foi
degradado sob condigdes de normodxia. Verificamos também que HIF-1a expresso
em ambas condi¢des de normodxia (20% O-) e hipdxia (1,3% e 0,03% O) apresentou

0 mesmo padr&do de migracéo.

2. Presencga de HRE em potencial no genoma de S. cerevisiae

Desde a descricdo da sequéncia completa do genoma da levedura
S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996) um grande numero de informagdes tém sido
obtido sobre as respostas moleculares desta levedura a diferentes condi¢des
experimentais. A analise funcional de sitios de ligacdo de fatores de transcrigdo
através de trabalhos experimentais (EMSA) é a melhor maneira de demonstrar a
interacdo e funcionalidade de um complexo DNA-proteina, mas nao é a unica
maneira de obter informagdes sobre esses sitios. Apds a disponibilidade do banco
de dados do genoma da levedura, o desenvolvimento de novos métodos
computacionais tem sido encorajado para a analise dos dados disponiveis e melhor
entendendimento da maquinaria regulatéria. Algoritmos e ferramentas de
bioinformatica para procurar por elementos regulatérios podem ser divididos em
duas classes mais importantes: 1) métodos que procuram por motivos de ligagao de
fatores de transcricdo conhecidos (por exemplo, o uso de PSSMs, como
Matlinspector; Quandt et al., 1995; Elkon et al., 2003; e Aerts et al., 2003); 2)

meétodos que tentam detectar novos padrées consenso dentro de um conjunto de
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sequéncias de DNA. MEME (Bailey e Elkan, 1995) emprega uma técnica de EM
para construir um consenso comum de um dado grupo de sequéncias de DNA,
enquanto Thijs et al. (2002) e Hughes et al. (2000) usam uma técnica de
amostragem Gibbs para detectar padrées comuns. Neste trabalho ndés utilizamos
ferramentas de bioinformatica para procurar motivos similares ao elemento de
resposta a hipoxia nas sequéncias a montante de todos os genes disponiveis de
levedura.

A colecdo de dados sobre os fatores de transcricdo de leveduras e seus
respectivos genes alvos e sitios de ligagdo no CYGD (Comprehensive Yeast
Genome Database), é estruturalmente baseada no banco de dados do TRANSFAC®
(Guldener et al., 2005). Essa colecao de dados nao contém somente informacdes
relevantes sobre fatores de transcricdo (Matys et al., 2003) como também uma
tabela com a Position Weight Matrices (PWM), uma representagdo comum dos sitios
de ligacao dos fatores de transcricdo derivados da colegéo de sitios de ligagao.
Assim o TRANSFAC® procura por motivos em uma seqiiéncia promotora submetida
com uma PWM fornecida [para mais detalhes sobre PWM e calculo de valor de p
veja Hertzberg (2003) e Hertzberg et al., (2005)].

Apesar da importancia crucial na regulagdo de gene hipoxicos, um simples
centro de ligagcéo dentro do HRE é considerado insuficiente para levar a transcrigéo
desses genes. De fato, a ligagdo de fatores adicionais ao HRE parece necessaria
para uma inducdo 6tima sob hipoxia (Elbert e Bunn, 1998). Ja que fatores de
transcricdo usualmente se ligam a regides promotoras contendo grupos de um
determinado motivo (Bailey e Noble, 2003), nés consideramos somente sequéncias
contendo dois ou mais motivos. No entanto, ndo sugerimos que um unico motivo em
uma sequéncia regulatéria ndo seja funcional. De fato, alguns genes conhecidos que
respondem a estimulos hipdxicos contém um unico HRE funcional em suas regides
regulatorias, tais como VEGF humano e de rato (Liu et al., 1995, Levy et al., 1995),
GLUT-1 de murino (Ebert et al., 1995), PFK L (Semenza et al., 1994), como também
alguns outros (revisado por Wenger e Gassmann, 1997).

Neste estudo, o gene TDHZ2 que codifica para a enzima glicolitica de levedura
gliceraldeido 3-fosfato desigrogenase 2 foi mostrado ter dois motivos HRE
estatisticamente significantes (Tabela 9 e 10). A levedura possui trés genes que
codificam para esta enzima, chamados de GAPDH1, GAPDH2 e GAPDH3 (Holland
et al., 1981; Holland et al., 1983). O promotor do gene GAPDH humano tem um HRE
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consistindo de dois sitios do consenso do HIF-1 arranjados em repeti¢coes invertidas
e saparados por cinco pares de base e um outro HRE situado mais perto ao sitio de
iniciacdo da transcricdo (Graven et al., 1999; Lu et al., 2002). A expressdo de
GAPDH de mamifero é regulada de uma maneira especifica dependendo do tipo
celular por varios fatores, incluindo hipoxia (Graven et al., 1994, Lu et al., 2002).
Além disso, GAPDH de mamiferos possui fungdes diversas que aparentemente sao
independentes de seu papel na glicolise, tal como reparo ao DNA (Sirover, 1999;
Meyer-Siegler et al., 1991). Devido a importancia do HIF-1 na regulacédo de enzimas
glicoliticas e as diversas fungbes da GAPDH de mamiferos, acreditamos que esses
HREs em TDH2 estimulem futuros estudos para entender o papel dessa enzima na
resposta a hipéxia em leveduras.

Dos 642 genes descritos por ter Linde et al. (1999) que tiveram seus niveis de
expressdo aumentados sob condigdes anaerdbicas, alguns deles foram
demonstrados conter HRE em potencial e estao listados na Tabela 9. Esses genes
sdo: DAN1, HMS2, YSR3 (niveis transcricionais aumentados mais que trés vezes),
MNN1, NCP1, RHR2 (niveis transcricionais aumentados mais que duas vezes),
ATM1, CIS3, MET6, SUC2, TDH2, e YLR049C (niveis transcricionais aumentados
mais que uma vez e meia) (ter Linde et al., 1999; Saccharomyces Genome database
— SGD web site). Entre esses genes, MNN1, NCP1, ATM1, CIS3, MET6, TDH2, e
YLR049C tiveram clusters validados de motivo HRE (indicados com um asterisco na
Tabela 2).

O elemento LORE foi identificado dentro da regiao promotora do gene OLET1,
um gene regulado quando as células s&o submetidas a condi¢des anaerdbicas ou
tratadas com metais de transigdo ou quelantes de ferro (Vasconcelles et al., 2001).
Jiang et al. (2001) mostraram que MgaZ2p é um componente do complexo de ligagéao
do LORE usando ensaios de EMSA. Pelo fato de que nao se sabe se Mga2p é um
ativador transcricional classico, esses autores sugerem que Mga2p pode se ligar ao
LORE tanto diretamente quanto indiretamente através de uma interagao com outras
proteinas. Alternativamente, Mga2p pode se ligar a um outro fator de ligagdo do
LORE ainda desconhecido e formar o complexo de ligacdo de LORE que é
normalmente observado (Jiang et al., 2001).

No presente trabalho, nds procuramos por elementos LORE em potencial de
uma maneira similar ao que foi feito para HRE no genoma de levedura (regides

regulatérias a montante) e encontramos 26 genes positivos, todos eles com um
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unico motivo LORE (Tabela 11). Nés verificamos que somente quatro deles sao
regulados anaerobicamente: OLE1 (A9 acido graxo desaturase), YFLO52W (uma
proteina com cluster de zinco que contém um dominio de ligacdo ao DNA), BUL2
(um componente do complexo RspSp E3-ubiquitina ligase) e GAT2 (uma proteina
contendo motivos de dedos de zinco da familia GATA). Os trés ultimos ainda n&o
foram descritos na literatura por possuir o motivo LORE e essa é a primeira vez que
eles sao citados. No entanto, alguns dos resultados obtidos no presente trabalho
diferem daqueles obtidos por Vasconcelles et al. (2001). Esses autores descreveram
a presenca de potentes motivos LORE nos promotores dos genes OLE1, TRX2,
FKH1, FTR1, RPL35A, MET22, ATF1, TIR1 e SUT1. Essa diferenca pode ser
explicada pelo fato que em nosso estudo nés usamos a seqiéncia consenso 5'-
ACTCAACAA-3’ para procurar por possiveis genes contendo o motivo LORE em
suas sequéncias regulatorias. Entretanto, esses autores mostraram motivos com
alguns nucleotideos divergentes dentro dos motivos (5-ACCCAACAA-3’, nos genes
ATF1e TIR1; 5-TTTCAACAA-3’, no gene SUT1 e 5-TCTCAACAA-3’ no gene FTR1,
os nucleotideos divergentes estao sublinhados).

De acordo com ter Linde et al. (1999), cerca de 642 genes de leveduras sao
induzidos sob condicbes anaerdbicas e nossos resultados mostram a presenca do
motivo LORE em apenas quatro deles (YFL0O52W, GAT2, OLE1 e BUL2). Enquanto
de acordo com Vasconcelles et al. (2001) somente os genes OLE1, ATF1, TRX2 e
SUT1, os quais contém o motivo LORE, tém os niveis de mRNA aumentados sob
condigdes de hipdxia. Similarmente aos resultados desse grupo, nossas analises
também encontraram motivos LORE nos promotores dos genes TRX2, FKH1, OLE1
e RPL35A. Esses resultados indicam que em adicao ao LORE outros elementos
responsivos ao oxigénio ainda desconhecidos possam existir em leveduras.

Em conclusédo, n6s mostramos que os genes humanos das subunidades do
HIF-1 podem ser estavelmente expressos em células de leveduras. As proteinas séo
eficientemente expressas e a subunidade HIF-1a parece ser fosforilada. Futuros
estudos sdo necessarios para entender o papel das modificacbes pds-traducionais
do HIF-1a e a importancia da interagdo de seus coativadores, mecanismos
necessarios para a regulagao transcricional do HIF-1. O uso da levedura como
sistema para a expressao de proteinas heterdlogas, junto a sua genética bem
conhecida, torna esse modelo uma ferramenta util para estudar a biologia molecular

de fatores de transcricdo. Estudos com o HIF-1 expresso em leveduras pode levar a
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futuro entendimento da composicao, fungao e importancia das proteinas envolvidas
nas modifcagdes pos-traducionais do HIF-1a. Alem disso, nossos resultados validam
esse sistema de expressio, o qual também podera ser usado para medir os efeitos
de agentes quimicos, mutagdes enddgenas e expressao de proteinas exégenas que
afetam a atividade do HIF-1.

Neste trabalho, nés também descrevemos genes de leveduras que possuem
HREs em potencial em suas sequéncias promotoras. Baseado nesses resultados
nds hipotizamos que uma proteina funcionalmente homdloga ao HIF-1 pode
reconhecer os HREs em potencial encontrados nos genes de S. cerevisiae e induzir
sua transcricdo quando células de leveduras sao sujeitas a baixos niveis de
oxigénio. Apesar do fato de que os niveis de oxigénio que iniciam a resposta celular
sdo diferentes entre leveduras e mamiferos, muitos estudos estdo sendo feitos para
tentar entender como essas vias em ambos os organismos “sentem” as tensdes de
oxigénio e como esse sinal é transduzido para ativar os fatores de transcrigao.
S. cerevisiae tem sido bastante estudada como modelo para entender melhor o
papel do oxigénio na resposta transcricional de genes hipdxicos, ja que é um
organismo capaz de se adaptar a baixos niveis de oxigénio através da fermentagao.
A conservagao evolucionaria da resposta aos niveis de oxigénio de leveduras a
eucariotos multicelulares significa que leveduras podem servir como um modelo
adequado para a caracterizagdo da resposta ao estresse em organismos mais

complexos.
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VIIl. Conclusoes Gerais

Quando tumores estdo crescendo, gera-se um ambiente hipdxico em seu
interior porque a angiogénese nao € proporcional a proliferacdo celular. Nesta
condicdo, o fator de transcricdo HIF-1 é ativado. Sabe-se que quando se deleta o
gene de HIF-1, tumores crescem mais, embora a vascularizagdo seja menor. HIF-1
induz a apoptose e entdo, na sua auséncia, as células que proliferam rapidamente
sao selecionadas como acontece em células deficientes em p53. A inducéo,
dependente de HIF-1, de p53, de p21 e da supressao de Bcl-2 durante a parada do
crescimento/apoptose em condicido de hipdxia talvez reflita um intercambio entre
estas vias. HIF-1a é entdo muito importante na carcinogénese. Além disso, HIF-1
ativa a transcricdo de genes necessarios a sobrevivéncia celular sob condigdes de
hipoxia em tecidos normais. Esse papel do HIF-1 na carcinogénese foi um aspecto
importante que nos atraiu para estudos com esse fator de transcricao.

HIF-1 tem se sobresaido como um novo alvo para a terapia de cancer. Os
alvos transcricionais do HIF-1 s&o criticos para a biologia de tumores e angiogénese.
O conhecimento sobre a importdncia do HIF-1 em condigbes fisioldgicas e
patologicas é bastante recente. HIF-1a foi descoberto em 1995 (Wang e Semenza,
1993) e o primeiro estudo mostrando que a auséncia do HIF-1a retarda o
crescimento tumoral data de 1997 (Jiang et al., 1997), contrariamente ao seu papel
anterior de induzir apoptose em tumores. Isso significa que em menos de uma
década um grande e novo campo de investigacdo com impacto significativo na area
de terapia tem se tornado um dos maiores alvos de pesquisa. Além disso, a
conecgao entre genes supressores de tumores/oncogenes, fatores de crescimento e
cascata de fosforilagdo e a via do HIF-1 tem ajudado a entender melhor o
envolvimento do HIF-1 em tumorigénese. Mas apesar das evidéncias tais como
superexpressdo do HIF-1 na maioria dos canceres e metastases (Zhong et al,,
1999), niveis de expressdo progressivos correlacionados com o aumento da
malignancia do tumor (Bos et al., 2001), algumas duvidas ainda permanecem sobre
a contribui¢do do HIF-1 com o desenvolvimento do tumor.

Contrariamente, o HIF-1-a é um marcador de progndstico em alguns tumores
(Volm e Koomagi, 2000) e a perda da fungao do VHL causando a desregulagao do

HIF-1 ndo promove o crescimento tumoral (Mack et al., 2003). Esses fatos refletem a
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natureza multifatorial do cancer e o fato de que, em células derivadas de diferentes
tecidos e expostas a diferentes condi¢gdes experimentais (ex: quantidades/tipos de
fatores de crescimento), a modulacéo da resposta hipdxica e a expressao relativa de
genes regulados por hipdoxia podem ser diferentes e, portanto, resultam em
progressoes diferentes de tumores.

Em resumo, a via do HIF-1 tem atraido muita atencdo nos ultimos anos
devido as suas implicagdes em tumorigénese e muitos desses esforgos tém levado a
descobertas de promissores alvos terapéuticos. Muitos estudos sdo ainda
necessarios para estabelecer se o papel do HIF-1a na proliferagdo celular e
apoptose depende do gendtipo, estado redox ou condigdes experimentais tais como
pH, densidade celular, concentragées de oxigénio ou glicose, ou a quantidade de
soro ou fatores de crescimento que sao adicionados ao meio de cultura.

Muitos processos moleculares de resposta a condicbes de estresse sdo
conservados entre mamiferos e leveduras como também a maquinaria basal da
regulacgao transcricional. Partindo dessa premissa, e dos resultados observados em
nossos estudos (expresséo das subunidades do HIF-1 em condigbes de normoxia e
atividade de ligagdo do heterodimero HIF-1a/ARNT ao DNA) propomos entdo que
leveduras servem como um poderoso modelo para os estudos da sinalizagdo do
HIF-1, sendo atrativas para o estudo do estresse oxidativo, a fungcéo e propriedades
do HIF-1 e de suas subunidades. Esse potencial de S. cerevisiae se deve, nao
somente ao seu rapido crescimento e simplicidade genética em relacdo aos
eucariotos superiores, mas também ao fato de que sua composicdo celular e
fungcdes poderem ser rapidamente manipuladas pela alteracdo das condi¢des

ambientais.
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IX. Perspectivas

Como perspectivas futuras para melhor entender os papéis do estresse
oxidativo e das modificagdes pods-traducionais, em especifico a fosforilagao do HIF-
1a, na funcionalidade desse fator de transcricdo, pretendemos utilizar cepas
selvagens e mutantes nos genes que codificam para as enzimas superoxido
dismutase (CuZnSOD e MnSOD). Essas células estdo em constantes condi¢des de
estresse quando cultivadas na presenca de oxigénio e para melhor entendermos a

influéncia desses mecanismos na estabilidade e atividade do HIF-1 pretendemos:

» Obter as linhagens EG110, EG118 e EG133 que expressem as duas subunidades
do HIF-1, como também obter transformantes, incluindo EG103a e EG103atp,

que tenham a construgdo génica descrita por Braliou ef al. (2006).

» Juntamente com as linhagens recombinantes ja obtidas, submeté-las a diversas

condi¢des de crescimento e tratamento:

% Normoxia

« Hipoxia

+ CoCl; (condicao de tratamento que mimetiza hipdxia)

% H20; (induz estresse oxidativo)

% Ditiotreitol (condicdo de tratamento que mantém um ambiente
reduzido)

+ Tratamento das culturas com inibidores de fosforilagao (ex.: PD98059,

bloqueia a MEK)

» Verificar a formagao do heterodimero HIF-1a/ARNT
» Verificar por EMSA e ensaio com gene reporter construido por Braliou et al.

(2006) se as condigdes redox e a fosforilagdo em leveduras influenciam a
atividade ligante do HIF-1 ao DNA.
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Como foi verificado por Braliou et al. (2006) o HIF-1 expresso em leveduras
foi capaz de formar um complexo ativo e induzir a expressdo de um gene reporter.
Sabe-se que proteinas auxiliares, chamadas de coativadores sdo importantes
para a transativacdo do HIF-1. Nos entdo especulamos quais seriam essas
proteinas enddgenas de leveduras que poderiam estar interagindo com o HIF-1.

Para isso, pretendemos também:

» Fazer um screening para tentar identificar as proteinas endoégenas de leveduras
que interagem com o HIF-1 e que possivelmente cooperam para a sua
transativacdo, entre elas a Hsp90 de leveduras. Isso sera feito por co-

imunoprecipitagao.
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Abstract

The hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) is a heterodimeric transcription factor activated when cells are submitted to hypoxia. The heterodimer is
composed of two subunits, HIF-1a and the constitutively expressed HIF-1p. During normoxia, HIF-1a is degraded by the 26S proteasome, but
hypoxia causes HIF-1a to be stabilized, enter the nucleus and bind to HIF-1{, thus forming the active complex. The complex then binds to the
regulatory sequences of various genes involved in physiological and pathological processes. The specific regulatory sequence recognized by HIF-1 is
the hypoxia response element (HRE) that has the consensus sequence S'BRCGTGVBBB3’. Although the basic transcriptional regulation machinery
is conserved between yeast and mammals, Saccharomyces cerevisiae does not express HIF-1 subunits. However, we hypothesized that baker’s yeast
has a protein analogous to HIF-1 which participates in the response to changes in oxygen levels by binding to HRE sequences. In this study we
screened the yeast genome for HREs using probabilistic motif search tools. We described 24 yeast genes containing motifs with high probability of
being HREs (p-value<0.1) and classified them according to biological function. Our results show that S. cerevisiae may harbor HREs and indicate
that a transcription factor analogous to HIF-1 may exist in this organism.

© 2006 Published by Elsevier Inc.

Keywords: Anaerobic genes; Gene annotation; HIF-1; HRE; Hypoxia; LORE; Regulatory sequence; Yeast

1. Introduction

Mammalian cells require molecular oxygen to perform essen-
tial metabolic processes, including oxidative phosphorylation, in
which oxygen functions as a final acceptor of electrons during
ATP production. To maintain homeostasis, cells respond to
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element; LORE, low oxygen responsive element.
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extra-and intracellular stimuli, of which hypoxia is one of the
most important. Oxygen homeostasis is crucial for all mamma-
lian cells, since low or high levels of oxygen can cause cell
damage. One of the first studies of transcriptional regulation by
hypoxia had as its focus the maintenance of blood erythropoietin
(EPO) levels. A cis-acting regulatory sequence was found in the
3’ flanking region of the human EPO gene and called hypoxia
response element (HRE) (Wang and Semenza, 1993). The
transcription factor that recognizes this HRE is the hypoxia
inducible factor 1 (HIF-1). The consensus HRE has the sequence
5’-BRCGTGVBBB-3’, where the RCGTG core is the HIF-1
binding site (HBS). HIF-1 plays a key role in physiological and
pathological processes in humans, including iron homeostasis,
energy metabolism, angiogenesis, cell proliferation and viabil-
ity, cancer, cerebral ischemia, pulmonary hypertension, intra-
uterine fetal growth retardation, preeclampsia, and myocardial
ischemia (reviewed by Fandrey et al., 2000).
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The hypoxia-inducible factor-1 functions as a heterodimer,
formed by the subunits HIF-1a and the constitutively expressed
aryl-hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT, also
referred as HIF-1p) (Chilov et al., 1999). HIF-1a is unique to the
hypoxia response, whereas HIF-1p acts as a dimerization partner
also for other transcription factors, among them the aryl-
hydrocarbon receptor (AhR, dioxin receptor) (Gassmann et al.,
1997). Both subunits belong to the “basic-helix—loop—helix-
PAS” (bHLH-PAS) family of transcription factors (Wang et al.,
1995). Both stability and activity of HIF-1 are regulated by post-
translational modifications such as phosphorylation, S-nitrosa-
tion, hydroxylation and acetylation (Jeong et al., 2002; Brahimi-
Horn et al., 2005). Under normal oxygen tension, hydroxylated
HIF-1a is recognized by the VHL (von Hippel-Lindau) factor, a
tumor suppressor protein. When bound to VHL, HIF-l« is
degraded by proteolysis via the 26S proteasome after being
polyubiquitinated. This mechanism prevents the transcriptional
activation of HIF-1 target genes (Maxwell et al., 1999).

When cells are challenged with low oxygen levels, stable
HIF-1oe and ARNT translocate into the nucleus, form the
heterodimer and bind to the DNA recognition site leading to the
expression of several target genes, of which over one hundred
have been described, including EPO, vascular endothelial
growth factor, glycolytic enzymes such as phosphoglycerate
kinase, phosphofructokinases 1 and 2, hexokinases 1 and 2,
enolase and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, as
well as proteins that participate in iron metabolism (Semenza et
al., 1994; Ebert et al., 1995). HIF-1 is a major oxygen regulator.
Based on microarray results Wenger et al. (2005) estimated that
there may be at least 200 different mammalian HIF-regulated
genes, although not all of them are likely to be directly regulated
by HRE motifs in their promoter regions. Rather, other oxygen-
regulated, HIF-dependent or independent transcription factors
might be responsible for their hypoxic induction. A single core
HRE is insufficient for gene activation in response to hypoxia.
Normally, a functional HRE contains flanking motifs where
other transcription factors and co-activators bind to regulate
transcription (Wenger et al., 2005).

Members of bHLH-PAS family of proteins with high
homology to human HIF-la have been cloned from several
organisms, including mouse, rat, squirrel, chimpanzee, rabbit,
tundra vole, chiru, the african clawed frog (Xenopus), the fruit
fly, and particularly from several fish species (source:
GenBank). The role of HIF-1 in fish response to hypoxia is
beginning to emerge. For instance, HIF-la. mRNA from the
rainbow trout is constitutively expressed and shows no change
during a two-hour hypoxia treatment (Soitamo et al., 2001).
Rees et al. (2001) have found a putative HRE in the lactate
dehydrogenase-B (LDH-B) gene of the Kkillifish, Fundulus
heteroclitus. The activity of LDH-B increases twofold during
exposure of F. heteroclitus to hypoxia. To this point there are no
reports of hypoxia-inducible factor-1 in unicellular organisms.

The yeast Saccharomyces cerevisiae, a single-celled eukary-
ote, is a facultative anaerobe which respires in the presence of
oxygen but ferments under anaerobic conditions. Many yeast
genes vary their expression when cells experience different
concentrations of oxygen, which enables them to regulate

efficiently the metabolism towards one of the two alternative
energy-producing pathways (Zitomer and Lowry, 1992). In
mammals, stabilization and activation of HIF-la begin when
the concentration of oxygen reaches approximately 5%, with
maximal expression at 0.5% O, (Jiang et al., 1996). By
comparison, in yeast expression of genes responsive to hypoxia
starts at 0.2% O, (Kwast et al., 1999; Emerling and Chandel,
2005). S. cerevisiae proteins such as those involved in the
respiratory chain, heme synthesis, sterol uptake and unsaturated
fatty acid metabolism have their expression level affected by
different levels of oxygen (Poyton and Burke, 1992; Burke et
al,, 1997; Kwast et al.,, 1999; Vasconcelles et al., 2001;
Alimardani et al., 2004). For instance, ANBI is up-regulated
under anaerobiosis, which is mediated mainly by the ROX1p
protein. The same effect of oxygen has been demonstrated for
several genes, such as COX5b and CYC7, involved in
respiration (Zitomer and Lowry, 1992); AAC3 (Sabova et al.,
1993), responsible for the mitochondrial ATP/ADP translocator
expression; HEM13, which participates in heme metabolism
(Amillet et al., 1996); and OLE1, which encodes A9 fatty acid
desaturase (Vasconcelles et al., 2001). In S. cerevisiae, a
consensus sequence named LORE (low oxygen response
element; 5'-ACTCAACAA-3’) controls the expression of
several genes under hypoxia and has been so far identified
and characterized in the promoter region of OLEI. The LORE
consensus sequence, although functionally similar to the
hypoxia responsive element (HRE) of mammalian genes,
differs from it in terms of structure (Vasconcelles et al.,
2001). The existence of HRE in yeast has never been described.

Despite the increase in the understanding of the transcrip-
tional regulation of genes responsive to oxygen levels in
eukaryotic cells in late years, many aspects remain to be
explained, including those regarding oxygen sensors. Some
aspects of the oxygen sensing mechanism may be elucidated
through studies in yeast, since this mechanism seems to be
highly conserved among eukaryotes (Vasconcelles et al., 2001).
We think that S. cerevisiae may have an HIF-1 analogue
because, when we applied the electrophoretic mobility shift
assay (EMSA) using as a probe the double-stranded oligonu-
cleotide W18 that contains the HRE from the enhancer of the
human erythropoietin gene, DNA-binding activity was ob-
served under hypoxia conditions. Therefore, the objective of the
present study was to search for possible HREs in the yeast
genome. We described the putative HRE motifs found in
upstream regulatory regions of S. cerevisiae genes using
available bioinformatics tools (RSAT and TRANSFAC). We
also show that several yeast genes have HRE clusters. Based on
this finding it is conceivable that S. cerevisiae has a
transcription factor that acts through HRE and therefore is the
functional analogue of human HIF-1.

2. Materials and methods
2.1. Yeast strain and growth conditions

The S. cerevisiae strain EG103 (DBY746; MATo leu2-3,112
his3A1 trp1-289 ura3-52 GAL™) was obtained with Dr. Edith
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Butler Gralla (University of California, Los Angeles, USA).
Cells were usually grown in SC medium, consisting of 0.67 %
(W/v) yeast nitrogen base (YNB), 0.5% (NH4),SO, (w/v) and
2% (w/v) glucose as carbon source and supplemented with
amino acids, adenine and uracil, as described (Kaiser et al.,
1994), as well as a fourfold excess of the supplements tryp-
tophan, uracil, adenine, metionine and histidine (Gralla and
Valentine, 1991). For normal aeration cells were grown in liquid
medium using a flask/medium volume ratio of 5:1. The cells
were cultured until the ODgoo was between 2 and 3, which
corresponds to the logarithmic growth phase. For low oxygen
conditions cells were inoculated into 50-ml flasks in liquid
medium using a flask/medium volume ratio of 10:9. The flasks
were sealed with rubber cap; inside pressure was avoided
through a needle connecting the inner and outer sides. The
cultures were incubated with no agitation at 30 °C. To ensure that
the cells were cultured under low levels of oxygen the partial O,
pressure was measured in the flask of the culture during the cell
growth using an OxyLite® 2000 (Oxford Optronix).

2.2. Protein extract preparation

The cells were collected by centrifugation at 2.500 xg for
5 min at 4 °C. The pellets were washed three times with distilled
water and ressupended in four volumes (w/v) of cold lysis buffer
(25 mM HEPES, pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.1 mM dithiothreitol,
10% glycerol, 50 mM KCIl) containing proteinase inhibitors
(10 pg/mL pepstatin, 10 pg/mL aprotinin, 10 pg/mL leupeptin
and 1 mM PMSF). Yeast total extracts were obtained by cell
disruption using 0.5-mm glass beads (acid-washed). The cell
suspensions were vigorously mixed in the vortex 30 times for
30 s with 30-second intervals on ice. The lysates were collected
and transferred to new 1.5-mL centrifuge tubes. The glass beads
were washed with lysis buffer and the washing solution was
pooled with the lysates. The sample was centrifuged at
13.000 xg for 30 min at 4 °C. The supernatants were collected,
divided into aliquots and stored at —80 °C. The whole yeast cell
lysates were used for EMSA experiments.

2.3. Protein concentration determination

Protein concentrations were determined by the Bradford pro-
tein assay (Bio-Rad) using bovine serum albumin as a standard.

2.4. Eletroctrophoretic mobility shift assay (EMSA)

For EMSA experiments the double-stranded W18 oligonu-
cleotide (sense strand, 5’-gccctacgtgetgtetca-3’), which con-
tains the HRE (bold) from the enhancer of the human
erythropoietin gene, was used as probe (Semenza and Wang,
1992). Twenty nanograms of annealed W18 were 5’ end-labeled
with 25 uCi [y-*P]ATP (GE Healthcare) using 10 units of T4
polynucleotide kinase (Promega). DNA-protein binding reac-
tions were carried out for 1.5 h at4 °C in a total volume of 25 pLL
containing 50 pg total yeast protein extract, 0.3 pug poly-(dI-dC)
oligonucleotide (GE Healthcare) and 150.000 cpm. oligonucle-
otide probe in binding buffer [10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM

KCl, 50 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 5 mM
dithiothreitol, 5% glycerol (v/v)] and run on a 5% non-
denaturating polyacrylamide gel. Electrophoresis was per-
formed at 200 V in TBE buffer (44.5 mM Tris, 44.5 mM
boric acid, 2.5 mM EDTA) at 4 °C for 2.5 h. The gel was dried
at 80 °C for 1 h and exposed to a Storage Phosphor Screen and
scanned in a Typhoon® 9210 (GE Health Science).

2.5. Search for putative human HRE motifs in the yeast genome

The online bioinformatics tool Regulatory Sequence Anal-
ysis Tool — RSAT (Helden et al., 2000) was used for searching
matching positions of the putative binding site HRE (hypoxia
response element) and low oxygen responsive element (LORE)
in the yeast genome. The Genome-scale DNA-pattern (strings)
option was used for this analysis. We used the mammalian
consensus sequence 5'-BRCGTGVBBB-3’ (Wenger and Gass-
mann, 1997) as standard matching option for HRE and 5’'-
ACTCAACAA-3’ for LORE. In HRE sequence B represents
the nucleotides C, G or T, R represents A or G, and V represents
A, C or G. We chose the following parameters in the RSAT
search: exclusion of matches that overlap any upstream ORF,

Nx Hx

-

@- “ — Induced band

—— Free Probe

Fig. 1. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA) was performed using the
end-labelled EPO probe in a 5% native polyacrylamide gel. Each reaction
contained 150.000 c.p.m. of EPO probe, 0.3 pg of poly (dI-dC) and 50 pg of
yeast total extract. The source of yeast total extract used in each reaction is
indicated: EG103 incubated under normoxia (Nx) or hypoxia (Hx) conditions
(0.36 mmHg). The endogenous protein induced under hypoxia conditions that
binds to the DNA recognition site is indicated. The experiment was repeated
twice.
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Table 1
Putative HRE in upstream regulatory sequences of yeast genes
Gene name Sequence (5'—3’) Location p-value
ALDG6 ggcgacgtgcetggt [-645:—632] 0.040
tacgtgagg [=707:—699] 0.081
ARO9 ctaggcacgtggetge [-588:—573]* 0.019
gtacgcacgtgggcga [—472:—457] 0.084
ttgetcacgtgaccga [—258:—243] 0.095
tttcccacgtgcetecg [—529:—-514] 0.098
ASCl1 gaggacgtgcttct [-245:-232]* 0.019
aatacgtggttc [-483:-472]° NS
ATM1 tatacgtgeect [-187:—176]" 0.061
aatttcacgtgatgta [-166:—151] 0.035
BUD7 gtgttcacgtgacgct [—254:—-239] 0.025
tacgtggttc [-524:-515]° NS
CIS3 tgegtgegt [—442:-434]" 0.059
gaaaacacgtgacctg [—460:—445] 0.009
aaatgcacgtgtctgt [—574:—559] NS
CTF19 taagccacgtgggcecc [-298:-283]% 0.089
agcacgtgcatg [-331:=-320]* NS
CWPI tgegtgegg [-307:-299]° 0.006
gacgtggttg [=701:-697] NS
DANI1 caatcctcacgtgetttett [-514:-495]° 0.034
cgegtgectt [-229:-220]* NS
EXGI aataacacgtgcettt [-59:—44]* 0.040
ggcgtgcteg [—359:-350] NS
GIT1 actacgtgctge [—479:—468] 0.080
gegeacgtgeatga [-521:=-508]* 0.036
geagacgtgagttg [-55:—42]% 0.091
aaaacgtggggc [—645:—634] NS
gaacgtge [-204:-195]* NS
GLY1 tgtgcageacgtgacceacg [-504:-485] 0.037
ggcgtgeeg [-636:—628] NS
geggegtgtataag [-680:-667]* NS
GPA2 gegtgegtgeagece [-157:—144]* 0.042
ggegtgetee [-360:—-351]*" NS
cgegtgattt [-28:-19]* NS
GSH1 gtagtcacgtgegege [-372:—-357] 0.0002
ctttccacgtggtete [-112:-97]* 0.043
gaatacgtgtgtgt [-601:—588] NS
HIF1® ggegtgagg [—689:—681] 0.096
cgteteacgtggtttc [-666:—651]% NS
tgegtgacg [-509:=501] NS
HMS2 gagcacgtgcgacg [-399:-386]" 0.079
tetgacgtgeggct [-15:=2] NS
HXK1 gcacacgtgcggga [—466:—453] 0.003
cgegtgggtt [—563:—554] NS
gagtacgtgttcct [-634:-621]" NS
I1CY2 caacagtcacgtgcgcatct [-776:=7571* 0.015
ggggtcacgtgtgttt [—373:—358] 0.055
aagagaacgtgcaacc [-467:—452] NS
IDH1 tagaaagcacgtgacttacg [-487:-468]" 0.009
gttatcacgtgatagt [—465:—450] 0.002
tgaatcacgtgtgect [-402:-387]° NS
cgttegtgcggg [-507:-496]* NS
1ESS tgtaagtcacgtgaaatatt [-205:-186]" 0.030
atgtgcacgtgatgtg [-165:—150]1* 0.060
ggegtgatgg [-150:—141]* NS
1IES6 cgtgggtcacgtgetgcaca [-480:—461]* 0.037
ggcgtgceg [-337:—329]* NS
gcggcegtgtataag [—298:—285] NS
INM1 ggegtgegt [-245:-237]° 0.094
aattacacgtggtttt [—400:—385] 0.064
aaagcaacgtgcgeaa [—149:—134] NS
LST4 gtacacgtgcgtgt [-245:-232]* 0.095
tacgtgagt [-319:-310]° NS
MBF1 gtgttcacgtgacgct [-510:—495]* 0.025

Table 1 (continued)

Gene name Sequence (5'—3’) Location p-value
tacgtggttc [-234:-225]° NS
MET10 gtggtcacgtgettet [-236:—221] 0.003
aagctcacgtggtgtg [—254:-239] 0.045
MET?28 taagtcacgtgcactc [-224:=209] 0.010
ggegtgagte [-107:-98]* NS
MET3 ctggtcacgtgacctt [—382:-367] 0.013
aaagtcacgtgtaatt [-365:-350]* 0.083
MET6 aatatttcacgtgacttaca [-502:-483]* 0.030
atgtgcacgtgatgtg [—538:—-523] 0.060
MNNI1 tgegtgege [-376:—368]" 0.012
cgtgccacgtgetttt [-361:-346]° 0.063
MNN5 gtggtcacgtgatgtg [—548:—533] 0.003
ggcegtgece [=709:=701] NS
NCE103 cgtaagtcacgtgctttcta [—344:-325]* 0.009
gttatcacgtgatagt [-362:-347]° 0.002
tgaatcacgtgtgect [—425:—-410] NS
cgttegtgeggg [-316:—305] NS
NCP1 tgegtgegt [-376:—368] 0.050
gacacatcacgtgtgtgcte [-249:-230]° 0.026
cgcgtgattt [—547:—538] NS
PIL1 tgegtgagg [-291:—283] 0.025
gacgtggctg [—422:-413] NS
RADS9 aaaagcacgtgacgtg [—203:—188] 0.030
cgegtggttc [—585:—576] NS
RCSI1 cgegtgegg [-636:—628] 0.045
cgegtgeteg [-390:-381]*" NS
RHR2 cgegtgege [-403:-395]" 0.087
aaagaaacgtggtegt [-626:—611] NS
attaacgegtggeggg [-466:—451]* NS
RNR3 tgegtgega [—554:—546] 0.031
tgegtgeeg [-365:—357]" 0.057
RPS4A gagcacgtgcgacg [—742:—729] 0.079
agtacgtggtct [-195:—184]* NS
SBH2 gegtgegtgcagee [—485:—472] 0.042
cgegtgattt [-610:—601]" NS
ggcgtgctee [—278:-269] NS
SIS2 tgegtgegt [-269:—-261] 0.059
tgattcacgtgatcta [-489:—474]* 0.088
gggtacgtgtgtta [-410:—-397] NS
SNF11 gaaagcacgtgagegt [-642:-627]* 0.015
tacgtggggt [-129:—120]* NS
gaagaaacgtgaaaag [-391:—376] NS
SPA2 ggegtgagg [-65:-57]* 0.096
cgtctcacgtggttte [—95:-80] NS
tgegtgacg [-245:-237]" NS
SPL2 cgeacgtgggcg [-149:-138]" 0.090
ctaggcacgtggctge [-36:—21] 0.019
ttgctcacgtgaccga [-366:—351]* 0.095
ttteccacgtgetceg [-95:—-80]* 0.098
SRB2 tgegtgegt [-311:-303]" 0.050
gagcacacacgtgatgtgte [—449:-430]* 0.026
cgegtgattt [-245:-237]° NS
STB3 ccgeacgtgegege [-484:—471]* 0.023
tgegtgaga [-379:=371] NS
aaattcacgtgcteeg [-190:—175] 0.018
aatttaacgtgcttct [—265:-250] NS
ataataacgtgcaaaa [-526:—511]*" NS
sSuc2 tggacgtggggt [—406:—395] 0.032
ggegtgectt [—545:—-536]" NS
SWEI gtggteacgtgatgtg [-359:-344]° 0.003
ggegtgeeee [-191:—-182]* NS
TDH2 cgtacgtgeggt [-225:-214] 0.0003
tttaccacgtgatctg [-406:—-391]* 0.032
ttaaaaacgtgtttga [-651:-636]* NS
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Table 1 (continued)

Gene name Sequence (5’ —3’) Location p-value
TPS1 gctgacgtgettgg [—383:-370] 0.070
cgggegtggtee [-578:-5671* NS
tgacgtgcttg [-78:—69]" NS
USO1 aaaagcacgtgacgtg [-524:-509]* 0.030
cgegtggttc [-136:-127]7 NS
VTC3 taagccacgtgggccce [-350:—-335] 0.089
agcacgtgcatg [-313:-302] NS
YAPS taagtcacgtgcactc [-281:-266]* 0.010
ggegtgagte [—392:—-383] NS
YCRO87C-A tatacgtgcggt [-575:—564]* 0.008
aaggccacgtgacgca [-443:-428]° NS
YHRO033W tgegtgecg [-387:=379] 0.044
taatacacgtgccegt [-223:-208]" 0.034
YILO55C cgegtgege [-732:=724] 0.087
aaagaaacgtggtggt [-516:=501]° NS
attaacgcgtggcggg [-676:—661]" NS
YLLO56C tacgtgagg [—535:=527] 0.081
tggacgtgagct [—734:—723] NS
YLRO049C tatacgtgcagce [—81:=70] 0.021
tgegtgege [-116:—108] 0.006
cgegtgattt [-62:-53]*% NS
YLR156W" cgtacgtgatgg [=777:—766] 0.039
tacgtgattc [-185:=176] NS
YLR157W-D" cgtacgtgatgg [~777:—766] 0.039
tacgtgattc [-185:—176] NS
YLR159W" cgtacgtgatgg [=777:—766] 0.039
tacgtgattc [—185:=176] NS
YLRI161W® cgtacgtgatgg [=777:—766] 0.039
tacgtgattc [-185:—176] NS
YSR3 cgtacgtgctcg [—188:=177] 0.020
gtggacgtgectat [-323:-310]° NS
aaagtaacgtggggac [-228:-213]* NS
agatggcgtgcttctaat [-243:-234]* NS
ZRT3 gtacacgtgcgtgt [=575:—562] 0.095
tacgtgagt [—496:-488] NS

The motifs found in S. cerevisiae genome were analyzed through the
TRANSFAC database and the statistical validation was performed as indicated
by the p-value.

*Note that HIF 1 refers to the component of yeast histone acetyltransferase B, a
complex mainly localized in the nucleus (Poveda et al., 2004) and not to human
hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1).

* Sequences are shown in the 5’ — 3’ direction, but the HRE motif is in the
reverse complement strand. The core motifs are underlined and the genes in
bold refer to those where two or more motifs were statistically significant.
Motifs were considered statistically significant using an arbitrary p-value of
0.1. N.S.: Not significant.

® The promoter region of these genes of unknown function are identical.

search on both DNA strands (direct and reverse complement) of
the sequence upstream from the transcription start site, and
default sequence length of 800 bp. We focused only on the
upstream region because a preliminary search on the 3’-flanking
region showed only two genes that had HRE clusters. In addi-
tion, the majority of the transcription factor binding sites in yeast
are located in the 5’ region. Therefore, the coding sequence and
the 3’ flanking region were excluded from the analysis.

2.6. Data validation

For statistical validation of the HREs found in the upstream
sequences of the genes selected by RSAT analysis we used the

PWM library of Transfac and the algorithm developed by
Hertzberg et al. (2005). We selected only the sequences con-
taining HRE clusters (two or more motifs; the minimal density of
the clusters in our study was 1 HRE/400 nucleotides) for p-value
and score calculation of each motif. The score of a motif is the
log—likelihood ratio, which is the log of the probability of motif
occurrence given the position weight matrices (PWM), divided
by the probability of random occurrence. The p-value calculated
takes into account the random probability to get a motif with high
score. More precisely, the p-value of each motif is the probability
to get such a score or higher in a random sequence of the same
length. A low p-value means that in a random sequence of the
same length as the motif (random means A-C-G-T are uniformly
distributed), the probability to get such a high score for the PWM
is low. This strengthens the assumption that the motif is not there
by random, but it has a biological function. A high score and a
low p-value may indicate a high affinity of binding of the
transcription factor to a promoter. According to the PWM library
of Transfac, the p-value generated for HRE was 0.45. Because
this is a high p-value, when selecting the sequences it was
necessary to employ a lower cut-off. Usually, p<0.05 is used as
threshold, but we arbitrarily decided on p<0.1. It is possible that
a motif with a p-value greater than 0.05 is functional, because we
do not know if the conventional 0.05 is the more effective p-
value to be used when trying to select functional motifs. Because
of this, our selection of motifs according to p-value was less
restrictive (P<0.1). For overlapping sequences bearing the HRE
core, the sequence having the lowest p-value was selected. For
more details about PWM and p-value calculation, see Hertzberg
(2003) and Hertzberg et al. (2005). The described functions of the
selected genes were obtained at the Saccharomyces Genome
Database (SGD). Only genes validated for two or more HREs
were classified according to function.

3. Results
3.1. DNA-binding activity

To investigate whether some endogenous protein of yeast
cells can recognize and bind to the HRE motif derived from the
3’ enhancer of the human erythropoietin gene, we performed
EMSA experiments using extracts from yeast cells submitted to
normoxia and hypoxia conditions (Fig. 1). We found DNA-
binding activities under normoxia and hypoxia conditions. In
addition, in the samples submitted to hypoxia there was an
induced band (1.6-fold) relative to the same band in the samples
submitted to normoxia.

3.2. HRE clusters in the yeast genome

We used RSAT to search for putative human hypoxia res-
ponse elements (HRE) in the 800-bp upstream regulatory se-
quences of all genes in the S. cerevisiae genome. From the 5.863
ORFs analyzed in the yeast database, we found 807 gene pro-
moters containing HRE motifs. The length of all upstream
sequences used for searching HRE motifs was 800 bp, since
good results in this kind of search are generally obtained with
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Table 2

Yeast genes harboring putative HRE clusters and listed according to biological function

Yeast gene Gene name/description Biological Process HRE motifs

TDH2? Glyceraldehyde 3-phosphate Sugar metabolism 2
dehydrogenase

ARO9 Aromatic amino acid aminotransferase II Amino acid metabolism 4

MET3 ATP sulfurylase Amino acid metabolism 2

MET6* S-methyltetrahydropteroyl triglutamate Amino acid metabolism 2
homocysteine methyltransferase

MET10 Sulfite reductase alpha subunit Amino acid metabolism 2

IESS Ino Eighty Subunit Chromatin remodeling 2

NCE103 Carbonic anhydrase-like protein Response to oxidative stress 2

RNR3 Ribonucleotide reductase, large (R1) subunit DNA replication 2

SRB2 RNA polymerase II holoenzyme/mediator Telomere maintenance, transcription regulation 2
subunit

CIS3? CIkl Suppressing Cell wall structure 2

MNN1? Alpha-1,3-mannosyltransferase Cell wall structure 2

GIT1 Permease involved in the uptake of Glycerophosphodiester transport 3
glycerophosphoinositol (GroPIns)

SIS2 SIt4 Suppressor G1/S transition of mitotic cell cycle, coenzyme A biosynthesis, 2

regulation of progression through mitotic cell cycle, response to salt stress

ALD6 Aldehyde dehydrogenase Acetate biosynthesis 2

ATM1? ABC transporter Iron ion homeostasis 2

GSH1 Gamma-glutamylcysteine synthetase Glutathione biosynthesis 2

IDHI Isocitrate dehydrogenase 1 alpha-4-beta-4 Glutamate biosynthesis, isocitrate metabolism, tricarboxylic acid cycle 2
subunit

INM1 Inositol Monophosphatase Inositol phosphate dephosphorylation 2

NCP1? NADP-cytochrome P450 reductase Electron transport ergosterol biosynthesis 2

SPL2 Suppressor of PLcl deletion Enzyme inhibitor activity 4

STB3 Sin three binding protein Unknown 2

ICY2 ORF, Uncharacterized Interacts with the cytoskeleton 2

YHRO33W OREF, Uncharacterized Unknown 2

YLR049C*? OREF, Uncharacterized Unknown 2

The number of statistically significant motifs for a given gene is indicated in the last column.
# Refers to those genes found to be up-regulated in anaerobic conditions in Saccharomyces cerevisiae.

upstream regions from —800 to —1 from the start codon. In
yeast, around 99% of the known upstream elements are found
within this range (source: TRANSFAC®). Since yeast genomic
DNA is double-stranded, the RSAT program searched for HIF-1
binding sites on both strands, scanning in the 5’ — 3’ direction,
and recorded the best match of each sequence. We then analyzed
the results and found 91 promoters containing HRE clusters (two
or more motifs). After that the promoter sequences were
submitted to TRANSFAC analysis for statistical validation.

3.3. Statistical validation of the results

Table 1 shows the results obtained after TRANSFAC analysis
and describes 73 yeast genes that contain putative HREs. It also
shows the p-values and the upstream location from the tran-
scription start site for each gene. From the 91 sequences we
analyzed, eighteen had HRE clusters in their regulatory region
which were not statistically significant. The observed difference
in sequence length of all motifs in Table 1 is due to the definition
of PWM in TRANSFAC®.

3.4. Classification of the HRE-containing yeast genes

In a recent review published by Wenger et al. (2005), 70
known target genes regulated by hypoxia in mammals (human,

mouse and rat) were described and the authors suggested that at
least 200 genes may be regulated by low levels of oxygen. The
genes that were described participate on cellular processes such as
oxygen supply, metabolism, cell growth and apoptosis and seve-
ral of them are involved in a wide range of functions. In Table 2
we listed, according to their role in different biological processes,
the total of 24 genes from Table 1 that had two or more HRE
motifs validated. It is worth highlighting the presence of one gene
involved in glycolysis (TDH2, which codes for glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase) and another involved in the tricarbox-
ylic acid cycle (IDH1, which codes for isocitrate dehydrogenase),
as well as several genes involved in amino acid metabolism.

4. Discussion

Since the description of the S. cerevisiae complete genome
sequence (Goffeau et al., 1996) a large amount of information has
been obtained on molecular responses of this yeast to different
environmental conditions. Functional analysis of transcription
factor binding sites through bench work (EMSA, yeast
transfection) is the best approach to demonstrate the interaction
and functionality of a DNA-protein complex, but it is not the only
way to obtain information about those sites. After the release of
the yeast genome database, the development of new computa-
tional methods has been encouraged to analyze available data and
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better understand the regulatory machinery. Algorithms and tools
for searching regulatory elements can be divided into two major
classes: 1) methods that search for known transcription factor
binding motifs (for example, by using PSSMs, like MatInspector;
Quandt et al., 1995; Elkon et al., 2003; Aerts et al., 2003); 2)
methods that try to detect new consensus patterns within a set of
DNA sequences. MEME (Bailey and Elkan, 1995) employs an
EM technique for building a common consensus from a given set
of DNA sequences, while Thijs et al. (2002) and Hughes et al.
(2000) use a Gibbs sampling technique to detect common pat-
terns. In this work we used bioinformatics tools to search for
motifs similar to the hypoxia response element on upstream
sequences of all available yeast genes.

The collection of yeast transcription factors, their respective
target genes and binding sites in CYGD (Comprehensive Yeast
Genome Database) is structurally based on the TRANSFAC®
database (Giildener et al., 2005), which not only contains relevant
information about transcription factors (Matys et al., 2003) but
also has a table with the position weight matrices (PWM), a
common representation of transcription factor binding sites
derived from collections of binding sites for given factors. Thus
TRANSFAC® searches for the motifs in the submitted promoter
sequences with the provided PWM [for more details about PWM
and p-value calculation see Hertzberg (2003) and Hertzberg et al.
(2005)].

Despite its crucial importance in the regulation of hypoxia
genes, a single core within an HRE is usually considered insuf-
ficient to lead to transcription of hypoxic genes. Indeed, binding
of additional factors to an HRE seems necessary for optimal
hypoxic induction (Elbert and Bunn, 1998). Because transcrip-
tion factors usually bind promoter regions containing clusters of
a determined motif (Bailey and Noble, 2003), we considered
only the sequences containing two or more motifs. However, we
do not suggest that one motif in a regulatory sequence is not
functional. Indeed, some genes known to respond to hypoxic
stimulus contain only one functional HRE in their regulatory
sequences, such as those for human and rat vascular endothelial
growth factors (Liu et al., 1995; Levy et al., 1995), the murine
glucose transporter 1 (Ebert et al., 1995) and phosphofructo-
kinase L (Semenza et al., 1994), as well as some others
(reviewed by Wenger and Gassmann, 1997). Some of the genes
in Table 2 are involved in diverse cellular functions and others
have no described function.

In this study, the gene (TDH2) coding for the yeast glycolytic
enzyme glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 2 (GAP
DH2) was found to contain two statistically significant HRE
motifs (Tables 1 and 2). The yeast has three genes coding for
this enzyme, namely GAPDHI1, GAPDH2 and GAPDH3
(Holland et al., 1981, 1983). The mammalian GAPDH gene
promoter has an HRE consisting of two consensus HIF-1 sites
arranged as inverted repeats and separated by five base pairs
and another HRE situated closer to the transcription start site
(Graven et al., 1999; Lu et al., 2002). Mammalian GAPDH
expression is regulated in a cell type-specific manner by a
variety of factors, including hypoxia (Graven et al., 1994; Lu
et al., 2002). In addition, mammalian GAPDH has diverse
functions that are seemingly independent of its role in

glycolysis, such as DNA repair (Sirover, 1999; Meyer-Siegler
et al.,, 1991). Due to the importance of glycolytic enzymes in
the regulation of HIF-1 and the diverse functions of mam-
malian GAPDH, we think that these HREs in TDH2 greatly
encourage future research to understand the role of this enzyme in
the yeast response to hypoxia.

The gene transcription pattern of aerobic and anaerobic
chemostat cultures of S. cerevisiae using classical northern-blot
data was studied by ter Linde et al. (1999). The authors reported
that 5.738 (93%) of 6.171 open reading frames (ORF) were
transcribed at detectable levels under both aerobic and anaerobic
conditions. Most of the yeast genes analyzed showed similar
transcript levels under aerobic and anaerobic conditions.
Approximately 2.5% (140) of all analyzed genes, many of
which with unknown function, were more than three times as
transcribed under anaerobic conditions than under aerobic con-
ditions. A few genes presented transcriptional induction higher
than tenfold under anaerobic conditions. Some of the genes
described in the above study as induced under anaerobic
conditions are presented in Table 1, such as DANI1, HMS2,
YSR3 (a more than threefold increase in transcription), MNNI1,
NCP1, RHR2 (more than twofold), ATM1, CIS3, MET6, SUC2,
TDH2, and YLRO049C (more than 1.5-fold) (ter Linde et al.,
1999; Saccharomyces Genome database — SGD web site).
Among these genes, MNNI1, NCP1, ATMI1, CIS3, METS6,
TDH2, and YLR049C have validated clusters of the HRE motif
(marked with an asterisk in Table 2).

The LORE element has been identified and characterized
within the OLE1 promoter region, a gene up-regulated when
yeasts are submitted to anaerobic conditions or treated with
transition metals and iron chelators (Vasconcelles et al., 2001).
Jiang et al. (2001) have demonstrated that Mga2p is a component
of the LORE-binding complex using EMSA. Because it is
unknown whether Mga2p is a classical transcriptional activator,
these authors suggest that Mga2p could bind to LORE either
directly or indirectly through an interaction with other proteins.
Alternatively, Mga2p may bind to another as yet unidentified
LORE-binding factor and form the LORE-binding complex which
is normally observed (Jiang et al., 2001).

We searched for putative LORE elements in a similar way as
for HREs in the yeast genome (upstream regulatory regions)
and found 26 positive genes, all of them with a single motif
(data not shown). In addition, only four of them are genes up-
regulated anaerobically: OLEl (A9 fatty acid desaturase),
YFLO52W (a putative zinc cluster protein that contains a DNA
binding domain), BUL2 (a component of the Rsp5p E3-ubi-
quitin ligase complex) and GAT?2 (a protein containing GATA-
family zinc finger motifs). The later three genes have not been
previously described in the literature as having a LORE motif.
According to ter Linde et al. (1999), about 642 yeast genes are
induced under anaerobic conditions and our results show the
presence of the LORE motif in only four of them (cited above).
These results indicate that additional, yet undescribed, DNA-
binding elements responsive to low oxygen concentrations may
exist in yeast.

Recently Braliou et al (2006) have co-expressed both sub-
units of HIF-1 (HIF-1a and ARNT) in the yeast S. cerevisiae.
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Using a plasmid containing a reporter gene controlled by an
HRE element, the authors showed that human HIF-la and
ARNT co-expressed in the yeast S. cerevisiae built up a
functional transcription factor. Their results demonstrate that the
yeast system contains the minimal components required for the
human transcriptional response to hypoxia. Taken together, the
evidence presented supports the hypothesis that critical aspects
of the oxygen-sensing mechanism are highly conserved among
all eukaryotes and probably an HIF-1-like response pathway is
present in this organism.

In conclusion, we have described yeast genes that have
putative HREs in their promoter sequence. Based on the results
presented we speculate that a protein functionally homologous
to HIF-1 may recognize the putative HREs found in S. cerevisiae
genes and induce their transcription when yeast cells experience
low levels of oxygen. Despite the fact that the oxygen levels that
trigger a cellular response are different between yeast and mam-
mals, a major area of investigation refers to how these pathways
in both organisms sense changes in oxygen tension and how the
signal is transduced to activate transcription factors. S. cerevisiae
has been widely studied as a model system to better understand
the role of oxygen depletion in the transcriptional response of
hypoxic genes, since it is an organism capable of adapting to low
levels of oxygen through the fermentation process. The evo-
lutionary conservation of the response to oxygen levels from
yeast to multicellular eukaryotes means that yeast can serve as a
suitable model system for the characterization of the stress
response in more complex organisms.
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