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RESUMO

Septinas sdo proteinas originalmente descritas em leveduras, e também presentes em humanos
e outros eucariotos. Essas proteinas formam filamentos e integram o citoesqueleto, onde
desempenham importante papel no estagio final da divisdo celular — citocinese. Estudos
apontam seu envolvimento em patologias como mal de Parkinson, Alzheimer, leucemia e
outras. Cada septina humana é formada por um dominio GTP central flanqueado pelos
dominios N-terminal e C-terminal. Alguns dominios C-terminais de septinas contém regibes
descritas como coiled coil que se associam com alta afinidade, no entanto o papel destas na
automontagem de filamentos de septinas ndo esta definido e nenhuma estrutura cristalogréafica
destas esta depositada nos bancos de dados. Neste trabalho, construcdes contendo regides
preditas como coiled coil dos dominios C-terminais das septinas humanas 6, 7, 11 e 14 foram
expressas de forma heteréloga, purificadas e submetidas a ensaios biofisicos e de
cristalizacdo, tanto separadamente quanto combinadas. Os dados de estrutura secundaria
obtidas por dicroismo circular mostram que, enquanto SEPT7c adota conformacdes
helicoidais em pH 4, 7 e 9, apenas em pH 4 as construcbes de SEPT11lc e SEPT14c
apresentam o-hélices estaveis — indicando a presenca de coiled coils nestas condicfes, ao
considerar a razdo [0]vre 222 nm/[0]mre 208 nm. As analises de SEC-MALS indicaram a
presenca de monbmeros para as proteinas analisadas individualmente, enquanto que por
crosslinking quimico foi possivel identificar a presenca de homodimeros. Além disto, as duas
técnicas demonstraram a presenca de heterodimeros SEPT7c+SEPT11c. Os ensaios de
ultracentrifugacdo analitica indicaram a influéncia do pH para a conversdao de SEPT7c de
mondmeros para dimeros, porém o mesmo n&o foi observado para as demais construcdes nas
condigdes testadas. Centenas de condigdes de cristalizagdo foram triadas roboticamente, assim
como a variagdo de temperatura para favorecer a precipitacdo organizada das proteinas.
Alguns cristais foram identificados e o espaco quimico em torno das condic¢des observadas foi
explorado. Os cristais foram submetidos a ensaios de difracdo de raios X em difratdbmetro in
house (D8 Venture) e também na fonte de luz Sincrotron do LNLS, contudo apenas conjuntos
de dados de baixa resolugcdo foram obtidos ndo permitindo a resolucdo das estruturas destas

proteinas.

Palavras-chave: Septinas. Filamentos. Coiled coil. Cristalizagéo.



ABSTRACT

Septins were first identified and described in yeast and nowadays is known their presence in
human and other eukaryotes. These proteins form filaments and include the cytoskeleton
compounds, in which play an important role in the final stage of cell division — cytokinesis.
Many evidences support the participation of septins in pathological conditions like leukemia,
Parkinson's and Alzheimer's disease, and others. Each human septin present a central guanine
nucleotide binding domain that is flanked by N-terminal and C-terminal domains. Some
septins present in its C-terminal domain regions predicted to form coiled coil structures and
the function of these structures to form filaments still not clear and no crystallographic
structure of those is deposited on data banks. In this work, constructions of C-terminal
domains of human septins 6, 7, 11 and 14 were heterologously expressed and purified.
Subsequently, biophysical and crystallization assays were done using individually or
combined septins samples. The secondary structure data obtained by circular dichroism
indicated that SEPT7c adopts helicoidal conformation at pH 4, 7 and 9. Otherwise, the data
showed that SEPT11c and SEPT14c assume a-helix structure only at pH 4, suggesting the
presence of coiled coils when considering the ratio [0]vre 222 nm/[0]ure 208 nm in these
conditions. SEC-MALS analyses showed the monomeric state of each protein, whereas
homodimeric architectures were obtained by chemical crosslinking. Besides that, the
SEPT7c+SEPT11c heterodimers formation was observed by both techniques. Analytical
ultracentrifugation demonstrated that pH participates in the formation of SEPT7c dimers, but
the same was not observed for the other septins. Hundreds of conditions were automated
explored as also the variation of temperature to favour the proteins crystallization. Some
conditions vyielded crystals and the chemical space around these conditions were explored.
The crystals were subject to X-ray diffraction using an in house D8 Venture diffractometer
and in the Synchrotron light source of LNLS, however only low resolution datasets were

obtained not allowing the resolution of these protein structures.

Key-words: Septinas. Filaments. Coiled coil. Crystallization.
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1. INTRODUCAO

O citoesqueleto celular é responsavel por manter a forma das células e pela
organizacdo interna de suas organelas. Nas células eucaridticas o citoesqueleto € composto
por proteinas que se organizam de forma versatil polimerizando-se em filamentos que
mantém a integridade mecénica das células, dotando-as de consideravel rigidez. Um exemplo
dessa versatilidade € a montagem e desmontagem de filamentos em resposta a forcas e sinais
externos a célula (FLETCHE; MULLINS, 2010). A base da motilidade celular é de
responsabilidade dos constituintes do citoesqueleto, formando cilios e flagelos, assim como a
divisdo celular, formando o fuso mitdtico, e a ancoragem de componentes celulares. Os
principais componentes do citoesqueleto eucaridtico sdo os microtubulos (compostos por a- €
B-tubulina), os filamentos de actina (compostos por monémeros de actina) e os filamentos
intermediarios (que apresentam composicao variada de acordo com o tipo celular — podendo
conter queratina, laminina, vimentina, desmina e outras proteinas). Além destas trés classes de
componentes do citoesqueleto celular, outras proteinas também apresentam importante funcéao
estrutural mantendo a conformacédo celular, como é o caso das septinas — proteinas que
recentemente tém sido consideradas o quarto elemento do citoesqueleto de células
eucarioticas (MOSTOWY; COSSART, 2012).

1.1. Septinas

As septinas compdem uma familia conservada de proteinas que ligam nucleotideos de
guanina e polimerizam-se formando estruturas com alto grau de organizacdo — tais como
filamentos e anéis, que compBem o citoesqueleto celular. Os genes de septinas foram
originalmente descritos ha quase cinquenta anos na levedura Saccharomyces cerevisiae,
identificados como genes relacionados ao ciclo de divisdo celular (HARTWELL, 1971). A
descoberta resultou-se a partir de mutacdes sensiveis a variagao térmica nos genes cdc (cell
division cycle) que promoveram brotamentos andémalos multinucleados. Foi observada a
presenca dos produtos destes genes no anel de divisdo do brotamento, destacando a
importancia destas proteinas para a citocinese. Estudos posteriores indicaram genes de
Drosophila sp. que codificavam proteinas similares as de leveduras, com igual importancia

para a citocinese, e, meses depois, foi reportada a alcunha de “septinas” para tais proteinas,
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devido a estrutura de septum formada no fim da divisdo celular (NEUFER; RUBIN, 1994;
SANDERS; FIELD, 1994).

Em fungos, as septinas estdo associadas a citocinese, formando o anel no sitio de
esporulacdo, a morfogénese (interagindo e hiperpolarizando os filamentos actina do
citoesqueleto) e & manutencdo da morfologia celular (LONGTINE, 1996; MARTINEZ et al.,
2006). Em células animais, as septinas também interagem com actina e microtabulos, se
organizando ao longo dos filamentos (KINOSHITA et al., 2002; SILVERMAN-GAVRILA;
SILVERMAN-GAVRILA, 2008). As septinas estdo presentes em diversos processos celulares
que envolvem curvatura de membranas (Figura 1), como na formacdo de anéis que atuam
como barreiras de difusdo, como ocorre na base dos cilios (KIM et al., 2010; HU et al., 2010)
e no annulus do flagelo das células espermaticas (IKARA et al., 2005); no trafego de
vesiculas e no transporte por exocitose (HSU et al., 1998; TOKHTAEVA, 2015); no correto
desenvolvimento e ramificacdo dos dendritos dos neurénios (TADA et al., 2007; XIE et al.,
2007) e na formacdo de arcabouco para aprisionar bactérias no processo de infeccéo, retendo
as células invasoras (MOSTOWY et al., 2010).

A B C D
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Figura 1. Diversidade de fun¢fes de septinas. As estruturas formadas por septinas, apresentadas em
roxo, sdo indicadas pelas setas. (A) Anéis de septinas formam o septum na citocinese. (B) Barreira de
difusdo formada por septinas na base dos cilios. (C) Barreira de difusdo de septinas que separam a
cauda do corpo da célula espermética. (D) Septinas associada @ membrana servem como plataforma

para outras proteinas de ligacdo. Fonte: Adaptada de MBInfo com permissao.

As septinas sdo apontadas como plataformas para recrutamento de proteinas,
organizacdo de varias estruturas nos organismos e inclusive estdo associadas a condicdes
patologicas (KINOSHITA, 2006). Em 1998, foram identificadas trés septinas presentes em
placas proteicas na doenca de Alzheimer (KINOSHITA et al., 1998). No mesmo ano foi
reportado o envolvimento do gene hCDCrel (atualmente SEPT5) com a leucemia mieloide
(MEGONIGAL et al., 1998). Em 2000, foi sugerido que a proteina CDCrel-1 contribui para a

degeneracé@o de neurdnios dopamineérgicos, favorecendo a doenca de Parkinson (ZHANG et
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al., 2000). Em 2002, o gene SEPT4 foi identificado e demonstrou-se importante marcador
tumoral de cancer colorretal e de melanoma maligno (TANAKA et al., 2002). Em 2005,
mutaces no gene SEPT9 demonstraram causar amiotrofia nevrélgica hereditéaria
(KUHLENBAUMER et al., 2005). Ainda assim, estudos também apontam septinas com
potencial papel na supressao de cancer — como em gliomas, onde a expresséo do gene SEPT7

atua de forma benéfica, suprimindo a tumorigénese em células da glia (JIA et al., 2009).

1.2. Diversidade de septinas

A familia de genes das septinas em organismos eucariontes apresenta grande
diversidade. Estudos sobre a ortologia de septinas através dos reinos dos seres Vivos
reportaram a presenca de septinas em fungos e em animais, porém ndo em plantas. Utilizando
o produto do gene cdcl3 de S. cerevisiae como sequéncia primaria, uma das septinas melhor
estudada, foram identificados 162 genes de septinas em variados organismos como fungos,
microsporidios e animais. Nas leveduras S. cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, 7 genes
de septinas foram identificados. J& nos insetos Anopheles gambiae e Drosophila melanogaster
foram detectados 4 e 5 genes de septinas, respectivamente. J& 0 genoma do peixe-zebra
(Danio rerio) apresenta 6 regides codificantes de septinas. O microsporidio Encephalitozoon
cuniculi, o Gnico com genoma completo até a publicacdo do estudo, apresentou 3 septinas
(PAN; MALMBERG; MOMANY, 2007).

A distribuicdo de septinas nos grupos de eucariotos € bastante conhecida, sendo que ja
foi reportada a presenca destas proteinas em grupos representativos. No clado dos
opistokontes (fungos, animais e representantes proximos) estudos intensivos para
caracterizacdo estrutural funcional e evolutiva tém sido realizados, contudo nenhum membro
da familia das septinas foi detectado fora deste clado. Uma dentre as vérias indagacdes feitas
em estudos da filogenia de septinas é compreender o motivo da diferenciagdo do modo de
citocinese, uma vez que plantas terrestres ndo apresentam nenhum representante de septina e
que o modo divisdo celular se distinguiu de outros eucariotos (YAMAZAKI et al., 2013;
ONISHI; PRINGLE, 2016).

O genoma humano possui 14 genes codificantes, sendo que 13 genes codificam
septinas (SEPT1-SEPT12, SEPT14) — com diversas isoformas derivadas de splicing e de
modificacbes pos-traducionais. O gene SEPT13 teve sua expressdo reportada por Hall et al.
em 2005, entretanto seus transcritos apresentavam caracteristicas similares aos de outras

septinas humanas (HALL et al., 2005). Atualmente o gene SEPT13 é considerado um
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pseudogene por produzir uma proteoforma de SEPT7. Com a identificacdo de varios genes de
septinas em mamiferos e devido ao aumento dos interesses neste novo campo de estudo,
Macara et al. (2002) racionalizaram as diversas nomenclaturas existentes dos genes de
septinas, em consondncia com o Human Genome Organization Gene Nomenclature
Committee (HGNC, ou HUGO). Conforme estabelecido, os genes de septinas humanas
passaram a ser grafados com letras maiusculas e em italico (por exemplo, SEPT1 e SEPT9) e
seus produtos, apenas com letras maiusculas (SEPT1 e SEPT9) (MACARA et al., 2002).

O perfil de expressdao de septinas humanas é amplo com distribuicdo em varios
tecidos, tendo sido possivel detectar isoformas de pelo menos uma septina em praticamente
todos os tecidos, como no caso dos genes SEPT2, SEPT4, SEPT6, SEPT7, SEPT8, SEPT9,
SEPT10 e SEPT11. O estudo utilizou microarranjos de DNA para analisar simultaneamente a
expressao de septinas e detectou genes que sédo abundantemente expressos no sistema nervoso
central: SEPT3, SEPT4, SEPT5, SEPT7, SEPT8, SEPT1l1 - corroborando com o
conhecimento sobre a patologia de septinas relacionada a doencas neurodegenerativas.
Mesmo apresentando um perfil discreto de expressdo, o gene SEPT12 é mais nitidamente
expresso nos testiculos. Ja outros genes, como SEPT1, sdo bastante expressos em tecidos
linfoides e nos glébulos brancos. Sugere-se entdo que o0s niveis de expressdo de septinas sdo
regulados especificamente nas células e, de acordo com a necessidade estrutural requerida, 0s
mondmeros individuais sdo sintetizados para oligomerizacdo e formacdo do arcabougo
desejado (HALL et al. 2005).

1.3. Estrutura das septinas

As septinas humanas apresentam estrutura primaria conservada composta por um
dominio N-terminal, um dominio G central (de ligacdo de guanosina, ou GTPase) e um dominio
C-terminal. Os trés dominios sdo extremamente caracteristicos, 0 que embasa a classificagdo
das septinas pela identidade de suas sequéncias. O dominio G € o mais conservado, apresenta
uma regido denominada elemento Unico de septinas — que caracteriza e difere as septinas de
outras proteinas de ligacdo de nucleotideos de guanosina trifosfato (GTP) — e 0s motivos G1,
G3 e G4 (este ultimo importante para selecionar os nucleotideos de guanosina). O dominio G
geralmente apresenta atividade de GTPase, convertendo 0s nucleotideos para guanosina
difosfato (GDP), excetuando o grupo da SEPT6 cujos membros ndo apresentam atividade

catalitica. A funcéo de hidrélise de GTP € pouco conhecida e continua sendo objeto de estudos.
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O dominio N-terminal apresenta tamanho variavel e um conteido de desordem
intrinseca. A regido contém uma regido polibasica (rica em aminoacidos carregados
positivamente) e estudos sugerem a importancia desta na interagdo com membrana, se ligando
especificamente a fosfolipidios (ZHANG, 1999).

O dominio C-terminal de septinas também apresenta tamanho variavel, porém
caracteristico em cada grupo (Figura 2). A regido C-terminal das septinas (exceto o grupo da
SEPT3) apresenta uma regido predita como coiled coil, que possui de 50 a 100 residuos de
aminoacidos (KINOSHITA, 2003). A presenca do motivo coiled coil, no qual duas a-hélices
interagem formando uma super-hélice, é tida como fisiologicamente importante para a correta
associacdo dos mondmeros de septinas na automontagem de filamentos, porém esta dinamica
ainda ndo esta totalmente elucidada (VALADARES; GARRAT, 2016; VALADARES et al.,
2017).

N-terminal Dominio G C-terminal

SEPT3 X
SEPT9 I - Grupo SEPT3

SEPT12

]]

L1

|
|
| Il - Grupo SEPT6
|
|

Il - Grupo SEPT2
SEPT4

SEPTS

— | IV - Grupo SEPT7

Figura 2. Classificacéo e estrutura das septinas humanas. Cada septina apresenta uma regido N-
terminal de tamanho variavel, um dominio de ligacdo a guanosina denominado dominio G, e uma
regido C-terminal que, exceto para septinas do grupo I, da SEPT3, apresentam um coiled coil. A
estrela branca indica o representante canonico de cada grupo. Fonte: Adaptado de Martinez (2006) e
de Valadares e Garratt (2016).
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Com base na homologia das sequéncias de aminoacidos as septinas sdo organizadas
em 4 grupos carateristicos, apresentados na Figura 2 (KINOSHITA, 2003). Os grupos sao
denominados conforme seu membro inicialmente mais estudado, sendo os grupos: SEPT2
(SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPT5), SEPT6 (SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 e SEPT14),
SEPT3 (SEPT3, SEPT9 e SEPT12) e SEPT7 (SEPT7). A especificidade dos monémeros de
cada grupo de septinas é essencial para a formacdo e para a estabilidade dos filamentos
(VALADARES et al., 2017).

1.4. Complexos de septinas

Os monbmeros de septinas humanas se associam para formar estruturas com alto grau
de organizacdo, sendo observados in vivo na forma de filamentos e em regides onde a
membrana apresenta curvatura (MOSTOWY; COSSART, 2012). Os mecanismos moleculares
responsaveis pela associacdo dos mondmeros de septinas ainda ndo foram completamente
elucidados. Em uma revisao da literatura existente, Kinoshita (2002) propds que as septinas
humanas 2, 6 e 7 se organizam em filamentos em uma variedade de condi¢fes. Kinoshita
observou que as septinas interagem preferencialmente com septinas de grupos diferentes, e
propOs uma observagao que ficou conhecida como “Regra de Kinoshita”, que sugere que cada
septina no filamento SEPT2-SEPT6-SEPT7 pode ser substituida por outro membro de seu
grupo (KINOSHITA, 2003). Tal concepcéo, além de manter a estequiometria e estabilidade
do complexo, também serviu de base para diversos estudos funcionais e estruturais
(KINOSHITA, 2003; VALADARES et al., 2017).

A Unica estrutura tridimensional de um heterocomplexo de septinas humanas foi obtida
por cristalografia e difracdo de raios X no grupo espacial P 43 2 2 com resolucdo de 4 A
(SIRAJUDDIN et al., 2007). A estrutura apresenta um trimero formado pelas septinas 2, 6 e 7
em sua unidade assimétrica, e 0 uso de operagdes de simetria permite a observacdo de um
hexamero de ordem SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7, apresentado na Figura 3.
O nucleo hexamérico do filamento apresenta 25 nm de comprimento e aproximadamente 5
nm de espessura. Na estrutura sdo observadas dois tipos de interface, a primeira ocorre pela
associacdo de regides N- e C-terminais, formando a "interface NC" com o0s contatos entre
SEPT6 e SEPT7. A segunda interface compreende a interagdo entre SEPT6 e SEPT2, em que
as regides proximas ao sitio de ligacdo do nucleotideo se associam, formando a chamada

“interface G”. A estrutura tambem permite a identificacdo dos nucleotideos de guanosina,
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GTP — ligado a SEPT6, e GDP — ligado a SEPT2 e SEPT7 (visto que estes apresentam

atividade catalitica para hidrolisar GTP).
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Figura 3. Estlrutura do heterofilamento de septinas humanas. Na estrutura (PDB c'c’)digo 20QAG)
sdo observados dois tipos de interface, uma onde os nucleotideos de guanosina (em branco) estdo
préximos — interface G; e outra onde os dominios N- e C-terminais estdo proximos — interface NC. As
regiGes onde os coiled coils se encontram estdo indicadas por setas, sendo o coiled coil formado entre
SEPT6 e SEPT7 mais proeminente. Fonte: Adaptada de Sirajuddin et al. (2007).

No heterocomplexo duas subunidades de SEPT2 interagem numa interface
homodimérica pelas regides N- e C-terminais com seu par. Na ocasido da publicacdo também
foi reportada a resolucédo da estrutura de um dimero de SEPT2, desprovida de 46 aminoacidos
do C-terminal, com a resolucdo de 3,4 A (PDB 2QA5). Apesar da interacio observada na
unidade assimétrica entre 0s monémeros de septina 2 ocorrer através de uma interface G, a
aplicacdo de operagOes de simetria permite a observacdo de um filamento formado
exclusivamente por SEPT2, com interfaces G e NC se alternando ao longo do filamento. Essa
observacao constitui uma das primeiras evidéncias estruturais da ocorréncia de promiscuidade
na formacdo de complexos de septinas, termo que se refere a capacidade de diversas septinas
de, na auséncia de seu parceiro fisioldgico (de acordo com a regra de Kinoshita), interagir
com outra subunidade idéntica, dando origem a um homofilamento (SIRAJUDDIN et al.,
2007).

Apesar da quantidade de informacdo gerada com a estrutura cristalografica do
complexo de septinas, a baixa resolucdo e outros fatores impossibilitou a identificacdo dos
dominios N- e C-terminais na estrutura. Durante o processo de refinamento da estrutura
apresentada por Sirajuddin e colaboradores (2007) nenhuma densidade foi visualizada para os
coiled coils dos C-terminais. Os autores descrevem que a orientacdo da alfa-hélice o6,
proveniente de dominio G, poderia indicar a direcdo do posicionamento dos dominios C-

terminais.
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Estudos subsequentes aumentaram a entendimento sobre a plasticidade dos filamentos
de septinas, com a deteccdo de octdmeros onde a SEPT9 (membro do grupo da SEPT3)
interage diretamente com SEPT?7 através da interface G nas extremidades dos complexos, no
arranjo 9-7-6-2-2-6-7-9. O complexo que continha todos os subgrupos de septinas, apresentou
variantes de peso molecular devido a presenca de proteoformas de SEPT9 provenientes de
splicing alternativo. Contudo, apds a remocdo de SEPT9 foi possivel identificar complexos
estaveis de massa molecular equivalente & massa de hexameros 7-6-2-2-6-7, demonstrando a
maleabilidade destes heterocomplexos (SELLIN et al., 2011). O complexo octamérico
também foi detectado por Kim e colaboradores (2011), que avaliaram se a habilidade de
formacdo de fibras e de anéis de septinas é prejudicada pela presenca da proteoformas
menores de SETP9 (SEPT9_i4 e SEPT9 i5). Também foi avaliado o mutante SEPT9AN,
sintetizado ainda menor que a proteoforma SEPT9 _i5, e em todos os ensaios SEPT9 se
mostrou apta a desencadear a formacdo de complexos. Apesar dos avangos obtidos nesses
estudos, o papel dos membros da familia da SEPT3 ainda esta longe de ser elucidado.

Com o avanco da técnica de crio-microscopia eletronica de particula Unica foi descrita
uma nova abordagem para a identificagcdo do posicionamento dos mondmeros de septinas no
filamento. Diferentemente do hexamero canbnico 7-6-2-2-6-7, no qual mondémeros de SEPT7
se apresentavam nas extremidades dos filamentos, com o uso de crio-microscopia foram
observadas estruturas tanto com SEPT2, quanto com SEPT5 (da mesma familia de SEPT?2)
localizadas nas extremidades dos filamentos, em conformagdo SEPT2-SEPT6-SEPT7-
SEPT7-SEPT6-SEPT2 e SEPT5-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPTS. Tais arranjos
sugerem a necessidade de revisar a estrutura dos hexameros e octameros, e a organizacao dos
filamentos (MENDONCA et al., 2019). Outro estudo publicado concomitantemente por
Soroor e colaboradores (2019) também sugere a revisdo da subunidade dos complexos de
septinas humanas, sugerindo o arranjo SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9-SEPT9-SEPT7-SEPT6-
SEPT2, para o0s octameros, e SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPT2, para o0s
hexédmeros (Figura 4). Ambos os arranjos foram observados por microscopia eletronica e a
conformacdo sugerida, incluindo SEPT9 — representante do grupo da SEPT3, é mais
compativel com a organizagdo das septinas de leveduras. Além disto, a disposicdo dos
complexos observados permite a copolimerizacdo de hexameros com octameros em

filamentos maiores, através das associacdo das SEPT2 que ficam expostas nas extremidades.
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Figura 4. Modelo dos filamentos de septinas humanas disposto em hexameros e octameros. (A)

Complexos de septinas baseados na estrutura cristalografica publicada por Sirajuddin et al. (2007),
onde a SEPT2 se encontra no centro. (B) Filamentos de septinas baseados em crio-microscopia e em
microscopia eletronica propondo a reorganizagdo da subunidade dos complexos com a SEPT2 disposta
nas extremidades — modelos apresentados por Mendonca et al. (2019) e Soroor et al. (2019). Fonte:

Elaborada pelo autor.

1.5. Motivo coiled coil

Coiled coil, em alguns casos chamados de ziperes de leucina, € um motivo estrutural
onde duas ou mais hélices de proteinas interagem formando uma super-hélice. Estes arranjos
sdo tidos como importantes nos processos de oligomerizacéo de proteinas, e predigdes feitas a
partir de sequéncias primarias indicam que aproximadamente 3% dos residuos de
aminoacidos das proteinas com sequéncia primaria conhecida formam coiled coils. Essa
conformacéo versatil em coiled coil é encontrada no citoesqueleto (queratina, septinas), em
complexos proteicos na membrana relacionados ao trafego de vesiculas, em estruturas de
reconhecimento molecular (ziperes de leucina em fatores de transcri¢cdo), em proteinas de
fusdo de membrana de virus, em proteinas da matriz extracelular (laminina), dentre outros
(WOLF; KIM; BERGER, 1997; BURKHARD; STETEFELD; STRELKOV, 2001).

As hélices deste motivo estrutural geralmente sdo anfipaticas e no coiled coil os
residuos hidrofobicos se empacotam fazendo contato direto, se apresentando parcialmente
enterrados. Esse arranjo propicia a observacdo de uma das caracteristicas marcantes dos
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coiled coils, um padrdo na sequéncia de aminoacidos que se repete a cada sete residuos,
geralmente apresentando aminodcidos apolares na primeira e na quarta posicdes, e que é
conhecido como heptad. As posi¢des dos aminoacidos no heptad séo designadas pelas letras a
b c de fg, onde residuos nas posicdes a e d tendem a ser hidrofébicos (frequentemente
valinas ou leucinas), ao passo que residuos nas posicdes e e g geralmente sdo polares ou
carregados (Figura 5). A presenca dos heptads confere estabilidade e seletividade aos coiled
coils, pois permite que os residuos hidrofobicos nas posicdes a e d sejam parcialmente
enterrados (ndo expostos ao solvente), ao passo que os residuos e e g ficam expostos ao
solvente e frequentemente os residuos na posicao e de uma hélice interagem por ligacdes de
hidrogénio ou pontes salinas com os residuos na posicdo g de outra hélice (LUPAS, 1991;
LUPAS; GRUBER, 2005).

‘----IIIII.....
&

Figura 5. Estrutura de um coiled coil com fase paralela. (A) Visdo superior da sequéncia de 7
aminoécidos de duas hélices de um coiled coil configurando a estrutura heptad. A interagcdo
hidrofébicas entre as hélices, tracejado amarelo, é apresentada ao nlcleo e é efetuada pelos
amino&cidos nas posicdes a, a’, d e d’” ndo expostos ao solvente. Os aminoéacidos e, e’, g e g’ conferem
maior estabilidade a estrutura, devido a formacéo de pontes salinas — tracejado vermelho. (B) Visdo
frontal de um motivo em coiled coil elucidando as interac6es entre os aminoacidos a e d representados
pelas esferas azuis e roxas respectivamente. Fonte: Adaptado de Ljubetic et al. (2017).

Os coiled coils geralmente sdo formados por duas, trés ou quatro hélices, entretanto
arranjos com mais hélices ja foram descritos, como o heptdmero no ziper de leucina GCN4
mutado (LIU et al., 2006). Essas hélices podem estar dispostas de forma paralela ou
antiparalela, e os heptads sdo observados em ambos os casos. Embora os coiled coils sejam

geralmente estruturas bem regulares, alguns podem apresentar descontinuidades. Estas podem
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ser representadas por delegBes de um ou mais residuos no registro do heptad. E interessante
notar que a delecdo de x residuos é equivalente a insercdo de 7 - x residuos, sendo que
descontinuidades podem se originar de mutagdes e processos evolutivos diferentes. As
delecbes de 3 residuos sdo chamadas stutters, e as delegdes de 4 residuos, stammers; as
insercOes de 1 residuo sdo denominadas skips (que matematicamente podem ser consideradas
2 stutters), (BROWN; COHEN; PARRY, 1996).

1.6. Dominios C-terminais de septinas humanas

As regides C-terminais das septinas humanas sdo caracteristicas em cada grupo. No
grupo da SEPT3 estdo as septinas com 0s menores dominios C-terminal. A SEPT2 e 0s
demais representantes de seu grupo apresentam um comprimento intermediario na regido do
C-terminal e tendem a formar coiled coils apenas entre si, na interface NC. O grupo da SEPT6
e da SEPT7 apresenta o dominio C-terminal de maior comprimento, com mais de 100
residuos de aminoéacidos. Destes dois grupos, o C-terminal é predito formar motivo em coiled
coil em interfaces homotdpicas (entre os representantes do mesmo grupo, que na falta do
parceiro bioldgico evidenciam tal promiscuidade) e heterotopicas (associando-se com 0 grupo
parceiro) (VALADARES et al.,, 2017). Nas interfaces heterotopicas os coiled coils sdo
formados com a interacdo da SEPT7 com os membros do grupo da SEPT6. Esta associacdo é
corroborada pela Regra da Kinoshita que prevé que, na ocasido da associacdo dos monémeros
de septinas para formar filamentos, estes podem ser substituidos pelos membros do mesmo
grupo sem prejuizo para a estabilidade da interacdo (KINOSHITA, 2003).

A existéncia de coiled coils nas regides C-terminais das septinas humanas das familias
da SEPT2, SEPT6 e SEPT7 foi demonstrada por diversas técnicas e a especificidade da
interacdo entre SEPT6 e SEPT7 é evidente. Ensaios de copurificagdo demonstraram o quéo
peculiar é esta interacdo, construgdes com variados tamanhos de C-terminal copurificaravam,
diferentemente de constru¢es de N-terminal e da combinacdo entre ambas. Estes achados
fortalecem a importancia da regido dos C-terminais no recrutamento de mondémeros de
septinas na formacado de filamentos (SHEFFIELD et al., 2003).

A afinidade de associacdo entre os dominios C-terminais do grupo da SEPT6 e o C-
terminal de SEPT7 — em todas as possiveis combinagdes das construgdes estudadas — foi
caracterizada por ressonancia plasménica de superficie (SALA et al., 2016). A técnica, que
permite acompanhar a cinética das interacbes moleculares em tempo real utilizando

biossensores, foi empregada imobilizando construgdes dos C-terminais de SEPT6 (todos os
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representantes do grupo) e de SEPT7 em diferentes chips. Os chips foram utilizados para
capturar construces das mesmas septinas, porém livres, injetadas em fluxo constante e em
varias concentracdes. Para a interacdo da SEPT7 com SEPT6, SEPT8, SEPT10 e SEPT11 os
ensaios revelaram uma associacdo muito maior com dissociacdo bastante lenta, o que
demonstra a seletividade entre estas regides que dao preferéncia a parceiros para formar
hétero coiled coils. Assim, sugere-se que o dominio C-terminal atue de forma a favorecer
interacGes ndo promiscuas entre septinas de diferentes grupos, sendo responsaveis a0 menos

por parte da seletividade na formacéo de heterofilamentos.

1.7. Dominios de septinas humanas utilizados neste estudo

Para este trabalho foram selecionadas as regides dos dominios C-terminais dos genes
de septinas humanas que sdo preditos formarem hétero coiled coils através da interface NC,
em gque mondmeros de septina 7 se associam seletivamente a monémeros do grupo da septina
6 (qualquer um membro do grupo) na formacéo de heterofilamentos. Assim, foram escolhidos
do grupo da SEPT7: seu Unico membro, SEPT7; e do grupo da SEPT6 os genes: SEPTS,
SEPT11 e SEPT14 (devido as limitacbes econbmicas, os demais genes do grupo nao puderam
ser testados neste projeto). As sequéncias dos genes foram escolhidas com base em predicdes
de estruturas do tipo coiled coil observando os padrbes dos heptads (Figura 6) com a
utilizacdo de softwares estabelecidos na literatura, como COILS (LUPAS et al., 1991),
MARCOIL (DELORENZI; SPEED, 2002) e Paircoil (BERGER et al., 1995). Estes softwares
analisam as sequéncias de aminoacidos sob as janelas dos heptads de coiled coils, observando

as posicoes a e d para os aminoacidos hidrofobicos.

10 20 30 40 50 60
S TP IR IR (AR IV IR [V ISR ERPRU (PUURNN IVRPPRN IR P
MEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKN{ LEAQHKE LEEKRRQFEDEKANWEAQORILEQONS -
SEPT6c  MRQOMFVQRVKEKEAELKEAEKELHEKFDRLKKL{HQDEKKKLEDKKKSLDDEVNAFKQRKTAAELLQSW
SEPT1llec ------ MRVKEKEAELKEAEKELHEKFDLLKRT | HQEEKKKVEDKKKELEEEVNNFQKW- - ————————
SEPT14c MHHHHHHWVKEKEATFKEAEKELODKFEHLKMIJQQEEIRKLEEEKKQLEGEI ——~——-—————————=

Figura 6. Alinhamento das sequéncias de SEPT7 e do grupo da SEPT6 deste estudo. O modelo da
interacdo heterotopica do coiled coil formado por SEPT7 (em amarelo) com a parceira integrante do
grupo da SEPT6 (em azul) destaca as posic¢Oes a (verde) e d (vermelho) do heptad. A organizacdo dos
heptads esta representada em cinza e a quebra desse padrdo (stutter) esta indicada com uma seta ({.).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.7.1 Grupo da SEPT7

A septina 7 humana, Unica de seu grupo, € uma GTPase que tem a capacidade de
hidrolisar guanosina trifosfato pelo motivo G através de um interruptor molecular
(KINOSHITA et al., 1997; VETTER; WITTINGHOFER, 2001). Por apresentar esta atividade
catalitica, SEPT7 ¢é observada em estruturas cristalograficas ligada apenas a GDP ou a
analogos ndo hidrolisaveis de GTP. A classe de proteinas GTPase regula diversos processos
celulares, através de sua atividade hidrolitica, promovendo controle sobre atividades
bioldgicas, como a formacdo de filamentos no caso das septinas (ZENT; WITTINGHOFER,
2014; VALADARES et al., 2017). SEPT7 participa da formacdo de filamentos do
citoesqueleto, assim como outras septinas, e foi observado que o silenciamento de seu gene
por knockdown causa despolarizacdo celular e estresse as fibras de actina até desintegrarem
(KREMER; ADANG; MACARA, 2007). Esta proteina apresenta diversas isoformas de
acordo com orgao onde é expressa, decorrentes de splicing alternativo, e é homdloga ao
produto do gene do ciclo de diviséo celular CDC10 de S. cerevisiae. A presenca do dominio
C-terminal com um dos maiores comprimentos dentre os grupos de septinas humanas é
intrinseca de SEPT7, o que possibilita a interacdo heterodimérica com o grupo parceiro da
SEPT6 por meio de hétero coiled coils (SHEFFIELD et al., 2003).

1.7.2 Grupo da SEPT6

O grupo da SEPT6 é composto pelas septinas humanas 6, 8, 10, 11 e 14, sendo uma
classe peculiar de septinas humanas por ndo possuirem atividade hidrolitica, sendo
consideradas proteinas somente de ligacdo de GTP. A perda da capacidade de hidrdlise é
atribuida a auséncia da treonina catalitica no interruptor molecular (switch I) do motivo G2,
sendo o dominio G do grupo da SEPT6 apenas de ligacdo de nucleotideos de guanosina
trifosfato. Assim como em outros organismos (S. cerevisiae, Drosophila e Danio Rerio), as
proteinas do grupo homologo de SEPT6 ndo apresentam a treonina conservada na regido do
switch 1. Sugere-se que esta especificidade demonstra ser importante para as fungdes
desempenhadas por este grupo, em que apenas a ligagdo com GTP proporcione a estabilidade
para viabilizar a interacdo das interfaces com outros grupos de septinas na formacdo de
filamentos — no entanto, a razdo da perda deste aminoacido ainda ndo esta clara (ZENT;
WITTINGHOFER, 2014). Até o presente momento, a Unica estrutura cristalogréfica

depositada no PDB contendo membro do grupo da SEPT6 de humanos é representada pelo
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hexamero 7-6-2-2-6-7 (PDB codigo 2QAG). A identificacdo da organizacdo deste filamento
foi possivel pela densidade eletrénica atribuida a presenca de GTP, organizagdo esta que é
semelhante ao observado nos ensaios bioquimicos descritos na literatura (SIRAJUDDIN et
al.). Neste mesmo estudo, Sirajjudin e colaboradores presumem que as extensdes do C-
terminal de SEPT6 e de SEPT7, com alta probabilidade de formacao de coiled coils (Figura
7), contribuam para a formacao dos complexos de septinas, porém a regido néo foi visualizada
no mapa de densidade eletronica. Além de formarem coiled coils entre si, as septinas Cdc3 e
Cdcl12 de S. cerevisiae (proteinas homologas as septinas humanas 6 e 7 respectivamente)

apresentam regifes C-terminais que sdo responsaveis pelo pareamento com outros filamentos

de septinas, formando feixes de a-hélices, estabelecendo uma organizagcdo supramolecular
(BERTIN et al. 2008).

Figura 7. Modelo ilustrativo da interacdo do coiled coil formado por SEPT6c-SEPT7c.
Modelo por homologia mostra SEPT6¢ (verde) e SEPT7c (azul) associadas pela interacdo de
seus amino&cidos hidrofobicos, destacados nas posi¢des “A”, em magenta, e “D”, em laranja.
As setas em preto indicam a posicdo da quebra do heptad (stutter), que é compensado por um
relaxamento local da super-hélice de mao-esquerda. Fonte: Elaborado

pelo autor usando Modeller 9.22 e PyMOL 1.0.
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2. JUSTIFICATIVA

As septinas humanas sdo requisitadas na citocinese, e mutagdes ou alteracOes
fisiolégicas que comprometam a formacdo dos filamentos de septinas podem desencadear
diversas doencas, dentre elas, canceres, mal de Alzheimer e mal de Parkinson sdo algumas
abordadas pela literatura. No entanto, os mecanismos que regulam a formacgédo de complexos
de septinas ainda ndo foram esclarecidos. Ao tempo em que é notada consideravel
especificidade entre os diferentes subgrupos de septinas na oligomerizacdo, também ja foi
demonstrada promiscuidade entre subunidades do mesmo grupo, que se associam entre si. A
dindmica da interacdo entre as septinas evidenciam uma importante area de estudo
(VALADARES et al., 2017).

A automontagem de heterofilamentos de septinas foi observada in vivo e in vitro, e
ainda ndo se sabe muito sobre os fatores que contribuem para o recrutamento ordenado das
subunidades neste processo. A presenca de regides C-terminais extensas nos grupos de
SEPT6 e SEPT7 — com aminodcidos caracteristicos de heptads e preditos como coiled coils —
é tida como uma das principais caracteristicas para a correta associacdo dos monémeros de
septinas. Esta interacdo das hélices ocorre de forma heterotdpica, contudo a organizacdo
destes coiled coils é pouco conhecida, uma vez que tais estruturas podem assumir diversos
posicionamentos nos cristais dificultando a resolucdo da estrutura (Figura 8) (SIRAJUDDIN
et al., 2007).

|

Figura 8. Modelo da interacdo dos filamentos de septinas. Os monémeros de septinas pareiam-se
ordenadamente na formacdo de filamentos. As interacGes entre os dominios C-terminais auxilia na
manutencao da estabilidade do complexo, como ocorre na formacao de hétero coiled coils entre os C-
terminais do subgrupo da SEPT6 (em azul) e de SEPT7 (em amarelo). Porém tais estruturas podem
assumir varias posi¢cdes durante o processo de oligomerizacdo, dificultando a compreensdo da mesma.

O subgrupo de SEPT2 (em vermelho) apresenta C-terminais mais curtos. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Abordagens experimentais ainda ndo revelaram a orientacdo das hélices dos hétero
coiled coils das septinas humanas (se s@o paralelas ou antiparalelas) e nem demonstraram qual
é a fase de interacdo entre os residuos delas. Uma vez que a predicdo dos heptads é
conhecida, diversos fatores, fisiolégicos ou ndo, podem alterar a organizagcdo do nucleo
hidrofobico formado pelos aminoacidos nas posi¢coes a e d. De acordo com a protonacdo e a
composicao do microambiente onde se localizam, as hélices podem interagir ao longo de toda
regido do coiled coil ou apenas parcialmente, associando-se em diferentes extremidades
(Figura 9).

MEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKN{ LEAQHKE LEEKRRQFEDEKANWEAQQORILEQQNS -
SEPT6c  MROMFVQRVKEKEAELKEAEKELHEKFDRLKKLJHQDEKKKLEDKKKSLDDEVNAFKQRKTAAELLQSW

MEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELOQRRHEQMKKNLEAQHKELEEKRRQFEDEKANWEAQQORILEQONS
SEPT6c MROMFVORVKEKEAELKEAEKELHEKFDRLKKLHQDEKKKLEDKKKSLDDEVNAFKQRKTAAELLQSW

MEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKNLEAQHKELEEKRRQFEDEKANWEAQQRI LEQQNS
SEPT6c  MRQMFVQRVKEKEAELKEAEKELHEKFDRLKKLHQDEKKKLEDKKKSLDDEVNAFKQRKTAAELLQSW

Figura 9. Diferentes pareamentos possiveis para os C-terminais de SEPT6c e SEPT7c paralelos.
A presenca das sequéncias em heptad possibilita diversos arranjos para a associa¢cdo dos aminoacidos
hidrofébicos em diversas fases. A figura ilustra possibilidades para uma estrutura paralela (na mesma
direcdo), entretanto a associagao entre as hélices é passivel de ser antiparalela (em dire¢Ges opostas).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os motivos em coiled coil tém sido utilizados como ferramenta biotecnoldgica devido
a capacidade de reconhecimento de parceiros de oligomerizacdo. A literatura descreve a
construcdo de nanoparticulas poliedrais para transporte de farmacos com maior estabilidade
feitas com blocos de peptideos desenhados com a presenca de coiled coil (RAMAN et al.,
2006). Anticorpos fusionados com coiled coils promovem uma atuagdo mais seletiva,
diminuindo a agdo destes em tecidos ndo alvos, direcionando-os especificamente aos sitios
tumorais de interesse (TRANG, 2019). Estudos também avaliaram o potencial de adicionar
coiled coils como tags para purificagdo de proteinas de interesse por cromatografia de
afinidade em colunas contendo sequéncia complementar, no entanto a alta estabilidade do

pareamento demandava metodologias de eluicdo que podem danificar a proteina, como uso de
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acetonitrila ou tampdo com baixo pH (MULLER; ARNDT; ALBER, 2000; MASON;
ARNDT, 2004).

Tento em vista as lacunas presentes na literatura e o potencial uso do motivo presente
nos C-terminais das septinas humanas, o presente trabalho ambiciona obter estruturas
cristalogréaficas de coiled coils de septinas das familias das SEPT6 e SEPT7, e também tentar
obter estruturas dos hétero coiled coils de septinas desses dois grupos. Desta forma, a
obtencédo da estrutura cristalogréfica do hétero coiled coil e estudos dos estados oligoméricos
destas regides permitirdo compreender melhor a fungdo desta estrutura na montagem dos

filamentos de septinas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Caracterizar a estrutura tridimensional e as interacdes dos heterodimeros formados
pelas construgdes dos dominios C-terminais das septinas humanas 6, 7, 11 e 14,
estruturalmente preditos como coiled coils.
3.2. Objetivos especificos
e Realizar ensaios de expressdo das construces dos dominios C-terminais das septinas
humanas 6, 7, 11 e 14 humanas em E. coli visando identificar as condigdes onde essas
proteinas sdo expressas em sua forma sollvel.

e Purificar as proteinas por cromatografias de afinidade (Ni**) e de exclusdo molecular.

e Promover a formacdo de heterodimeros, utilizando concentracdes equimolares de

diferentes septinas.

e Verificar a formacdo de dimeros com auxilio de crosslinkers quimicos com posterior
visualizacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes desnaturantes
(SDS-PAGE).

e Executar ensaios de cristalizacdo utilizando septinas puras ou misturas equimolares.

e Submeter os cristais obtidos a difragdo de raios X, em difratbmetro e/ou sincrotron,

para coleta de dados.

e Processar os dados de difracdo obtidos e resolver a estrutura cristalografica utilizando
0s programas XDS, CCP4 e PHENIX.
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e Analisar as densidades eletrbnicas e estruturas obtidas, observando se os coiled coils

séo paralelos ou antiparalelos e qual a fase entre as hélices.

e Realizar ensaios biofisicos adicionais, como ultracentrifugacdo analitica (AUC),
espalhamento de luz em multiplos angulos acoplado a cromatografia de exclusdo
molecular (SEC-MALS), desnaturacdo térmica e analise de estrutura secundéria por
espectroscopia de dicroismo circular (CD).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese dos genes

As sequéncias dos genes de septinas humanas foram escolhidas com base na predicao
de estrutura coiled coil feita no programa COILS (LUPAS et al., 1991), disponibilizado on-
line, que designa a melhor regido com alta pontuacéo indicando a presenca da estrutura. Os
genes selecionados para este trabalho abrangeram os dominios C-terminais das septinas
SEPT6 (UniProtKB: Q14141 — do residuo 342 ao 408), SEPT7 (UniProtKB: Q16181 — do
residuo 357 ao 423), SEPT11 (UniProtKB: Q9NVA2 — do residuo 347 ao 397) e SEPT14
(UniProtKB: Q6ZU15 — do residuo 360 ao 403). As construgdes dos genes foram clonadas no
vetor de expressdo pET24a(+) (GenOne), entre os sitios de restricdo Ndel e Xhol, e que
apresenta como gene de selecdo a resisténcia ao antibiético canamicina. Em cada construcao
foi inserida a sequéncia codificante da tag de polihistidina (6xHisTag) que permite a
purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade a niquel (Ni%*).

As construcdes de SEPT6, SEPT7 e SEPT11 apresentaram a cauda de polihistidina no
final da sequéncia (com os residuos LEHHHHHH), ja a construcdo de SEPT14 foi sintetizada
com 6xHisTag no inicio da sequéncia seguida de adicdo de uma trinca de bases que codifica o
triptofano. Para SEPT11 também foi adicionado um triptofano extra para facilitar a
quantificacdo das amostras de proteina por espectrofotometria de absor¢do (AbSzgonm) apos as
etapas de purificacdo. Ndo foi inserido nenhum sitio de clivagem da tag de histidina nas
construcdes. Abordagens anteriores em nosso grupo de pesquisa utilizaram construgdes que
permitiram a clivagem da tag, permitindo a utilizacdo de septinas clivadas para produzir
cristais que difrataram a alta resolugéo (SEPT1c, SEPT5c, SEPT7c). Apesar da utilizagdo de
varias abordagens, até o momento a literatura ndo relata sobre a resolugdo do problema das
fases para estas estruturas de coiled coil. Parte da dificuldade estd relacionada com as
limitagOes na identificacdo do inicio e fim de cada hélice e do registro das hélices no cristal.
Desta forma, no presente projeto foi selecionada a estratégia de manter a cauda de histidina
para criar uma separacdo fisica no fim de cada hélice. As construcdes das septinas utilizadas
neste trabalho serdo denominadas SEPT6c, SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c, indicando a regido

do C-terminal selecionada.
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4.2. Preparo de células competentes

Células de E. coli foram previamente multiplicadas e induzidas a competéncia através
de tratamento com cloreto de célcio (CaCl,) para facilitar a adsor¢do dos vetores de expresséo
pela membrana bacteriana. Na capela de fluxo laminar, um pré-inoculo foi preparado para
reativacdo do metabolismo das células que estavam estocadas a -80 °C e para multiplicacdo
celular, crescendo-as durante a noite a 37 °C sob agitacdo de 220 rpm. Uma aliquota de 100
uL de células estocadas com densidade 6tica a 600 nm de aproximadamente 1 (ODggonm ~ 1)
foi adicionada a 5 mL meio Luria-Bertani — meio LB liquido (peptona 1% (m/v), extrato de
levedura 0,5% (m/v) e NaCl 1% (m/v), pH 7,0) num tubo cdnico, juntamente com a adi¢éo do
antibiotico cloranfenicol a 34 pg/mL, considerando a resisténcia das cepas utilizadas.
Posteriormente, 1 mL destas células foi inoculado em 50 mL de meio LB suplementado com
cloranfenicol a 34 pg/mL em frasco tipo Erlenmeyer. O meio foi levado a incubadora com
agitacdo orbital a 37 °C sob agitacdo de 220 rpm para crescimento das células até a ODgoonm ~
0,6 e depois o volume foi transferido para um tubo conico de 50 mL, previamente resfriado,
que foi incubado por 15 minutos em banho de gelo.

Apbs o periodo de incubacdo, a amostra foi centrifugada a 3.590 g durante 10 minutos
a 4 °C. O sobrenadante (fracdo liquida) foi descartado, o sedimentado de células foi
ressuspendido com 20 mL de CaCl, estéril (L00 mM) e a amostra foi novamente incubada em
banho de gelo por 15 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada mais uma vez a 3.590 g
durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento de células
foi ressuspendido com 1,5 mL de solucdo estéril de CaCl, (100 mM) acrescida de glicerol
15% (v/v), que atua como crioprotetor atenuando os danos a células pelos cristais de gelo
durante o congelamento para estoque. A amostra foi aliquotada em microtubos cénicos,

contendo 100 pL em cada, que foram estocados a -80 °C para uso posterior.
4.3. Producéo heteréloga
4.3.1. Transformacéo das células
As células foram transformadas pelo método do choque térmico e foram realizadas
com a adi¢do de 2 pL os plasmideos nas seguintes concentracGes aproximadas: SEPT6¢C —

19,5 ng/uL, SEPT7¢c — 25,8 ng/uL, SEPT11c — 64,7 ng/uL, SEPT14c — 77,5 ng/uL. No fluxo
laminar e em banho de gelo, os plasmideos foram adicionados a microtubos rotulados
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contendo 100 pL de células competentes com ODgyonm ~ 0,6 . As amostras foram
acondicionadas em gelo por 40 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para o
banho seco em um termobloco a 42 °C durante 90 segundos. Retornou-se as amostras ao gelo
e, no fluxo laminar, foram adicionados 900 pL de meio LB ao tubo. Os tubos foram
incubados a 37 °C, sob agitacdo de 220 rpm, durante 1 hora. Posteriormente, no fluxo
laminar, 100 uL do meio com as células crescidas foi semeado com esferas de vidro em
placas de Petri contendo 25 mL de meio LB-&4gar — meio LB adicionado de &gar
bacterioldgico a 2% (m/v) e os antibidticos necessarios para a selecdo das colénias. O meio
foi suplementado com os antibioticos cloranfenicol (a 34 pg/mL) e canamicina (a 50 pg/mL),
considerando a resisténcia das cepas e dos plasmideos respectivamente. As placas foram
identificadas, vedadas e acondicionadas em estufa a 37 °C para crescimento das col6nias

durante a noite.

4.3.2. Ensaios de expressao e de solubilidade

Foram realizados ensaios de expressao heterdloga e de solubilidade em diferentes
cepas de E. coli visando obter as proteinas SEPT6c, SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c na forma
solavel. Foram executados ensaios utilizando células BL21(DE3)pLysE, BL21(DE3)pLysS,
Lemo21(DE3) e Rosetta(DE3), testando condi¢Oes variadas de temperatura, tempos de
expressdo, agitacdo, uso de L-ramnose (para a cepa Lemo2l), inducdo por IPTG ou
autoinducdo. Amostras foram coletadas para monitoramento das fracGes proteicas por
eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE).

No fluxo laminar, pré-inoculos foram preparados com coldnias isoladas das placas
previamente confeccionadas adicionando os isolados a tubos conicos contendo 5 mL de meio
LB com cloranfenicol a 34 pg/mL e canamicina a 50 pg/mL. As células foram cultivadas
durante a noite a 37 °C sob agitacdo de 220 rpm. No dia seguinte, 0s ensaios de expressao
com as diferentes cepas foram realizados em frascos Erlenmeyer contendo 25 mL de meio de
cultura LB ou meio autoindutor ZYM-5052 (STUDIER, 2014) inoculando 1 mL do pré-
in6culo e suplementando com cloranfenicol (a 34 pg/mL) e canamicina (a 50 pg/mL). Para
0s meios onde as células Lemo21(DE3) foram crescidas, adicionou-se L-ramnose a 500 mM.
Todos os indculos foram incubados a 37 °C sob agitacdo de 220 rpm.

Para os ensaios de expressao e solubilidade a 18 °C as amostras foram submetidas a
crescimento prévio das células durante 2 h incubadas a 37 °C sob agitacdo de 220 rpm, depois

foram imediatamente transferidas para incubadora climatizada a 18 °C. Amostras de 5 mL
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foram coletadas em tempos selecionados e transferidas a tubos conicos, para posterior analise
da producdo heterdloga. Nos ensaios de expressdo e solubilidade a 37 °C, as células foram
crescidas em temperatura constante e amostras de 5 mL foram coletadas nos tempos
selecionados. As amostras coletadas foram centrifugadas a 7.030 g durante 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi ressuspendido em 2 mL tampéo de
lise (Tris-HCI 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, 3 mM MgCl,, glicerol 5% (v/v)). A lise das
celulas ocorreu por sonicacao utilizando ultrassonicador (Qsonica) por 1 min e 40 s (com
periodos de 5 s de sonicacdo, intervalos de 55 s e amplitude de 20%), com as amostras
mantidas em banho de gelo durante o processo. Imediatamente em seguida, uma fracdo de 90
pL foi coletada (representando o lisado bruto) para o preparo de amostra para analise em
SDS-PAGE. O volume remanescente das amostras foi centrifugado a 14.400 g durante 15
minutos a 4 °C e, logo em seguida, também foram coletados 90 pul. do sobrenadante para

verificar a presenca de proteinas soltveis. O material restante foi descartado.

4.3.3. Producgéo em larga escala

Analisadas as melhores condi¢cfes de expressdo e de solubilidade para cada proteina,
fermentacGes em larga escala foram executadas. Foi preparados 5 mL de pré-indculo,
conforme mencionado anteriormente, com a cepa Lemo21(DE3) — cepa que obteve o melhor
desempenho na expressdo das proteinas. Foi preparado 1 L de meio autoindutor ZYM-5052
para cada gene, fracionado em 2 frascos Erlenmeyer (com 500 mL cada). No fluxo laminar,
0s meios de cultura foram inoculados com 1 mL de pré-indculo, cloranfenicol a 34 pg/mL e
canamicina a 50 pg/mL. A expressao foi realizada incubando os meios a 37 °C sob agitacéo
de 220 rpm durante 10 horas. Em seguida, os meios foram centrifugados em frascos de 500
mL a 6.760 g durante 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos de

células obtidos foram armazenados a - 20 °C.

4.4. Purificacgdo das proteinas

4.4.1. Purificagdo por cromatografia de afinidade

No procedimento de purificacdo os sedimentos de células das expresses em larga

escala foram ressuspendidos separadamente até o volume de 50 mL com de tampéo de lise
(Tris-HCI 75 mM pH 7,6, NaCl 300 mM, 3 mM MgCl,, glicerol 5% (v/v)). A lise foi
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realizada em ultrassonicador com as amostras em banho de gelo, durante 20 minutos (com
periodos de 10 s de sonicacdo, intervalos de 50 s e amplitude de 30%). As amostras lisadas
foram transferidas para um tubo cénico estéril e novo, previamente gelado, para centrifugacao
a 17.400 g durante 40 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para provetas
onde foi adicionado 3% (v/v) do tampéo de eluicdo da cromatografia (Tris-HCI 20 mM pH
7,6, NaCl 150 mM, imidazol 500 mM) — esta ultima etapa foi realizada no intuito de
minimizar ligacBes inespecificas & coluna de outras proteinas presentes no sobrenadante. As
amostras foram filtradas em filtro com membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 um para
reter as particulas sélidas antes de injetar na coluna.

Apos lavar o sistema de cromatografia AKTA Prime plus (GE Healthcare) com agua
Milli-Q, o tampdo de ligagdo (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM) foi injetado para
equilibrar o sistema e as colunas de cromatografia. Foram utilizadas a colunas de afinidade
HisTrap HP (GE Healthcare) de 1 mL, sob o fluxo de 1 mL/min de fluxo e com alarme de
pressdo maxima ajustado para 0,3 MPa. A amostra do sobrenadante foi injetada ao sistema
com fluxo constante favorecendo a associacdo das moléculas por afinidade aos ions de metal
imobilizados (IMAC), em que a captura das proteinas marcadas com a cauda de polihistidina
é realizada pelos fons Ni** presentes na coluna. Da fracdo que atravessou a coluna contendo
moléculas que ndo se ligaram a coluna (considerada o flow through) também foram coletadas
amostras para analisar o perfil por SDS-PAGE.

Ainda sob o fluxo do tampdo de ligagdo passando pelo sistema de cromatografia e pela
coluna, uma primeira lavagem foi realizada automaticamente com o acréscimo de 10-16% do
tampdo de eluicdo ao fluxo (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, imidazol 500 mM) para
remover possiveis proteinas que se ligaram inespecificamente a coluna. Para a eluicéo total
das proteinas de interesse, a injecdo do tampdo de eluicdo foi aumentada para 100% do
tampdo de eluicdo. A saturacdo do fluxo de imidazol na coluna favoreceu com que este
competisse vigorosamente mais do que o grupo imidazol da cadeia lateral das histidinas,
liberando as proteinas de interesse e o volume eluido foi coletado em tubos conicos. As
amostras foram acondicionadas em temperatura ambiente evitando a precipitacdo de proteinas
com armazenamento em gelo. Amostras de cada etapa foram coletadas para monitoramento
em SDS-PAGE.
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4.4.2. Purificacdo por cromatografia de exclusao molecular

Para a realizacdo das cromatografias de exclusdo molecular (SEC), uma coluna de
purificacdo do tipo coluna HiLoad® 16/600 Superdex® 75 pg (GE Healthcare) foi acoplada
ao sistema AKTA Purifier (GE Healthcare). Ambos foram lavados com agua Milli-Q, para
retirada das solucGes de armazenamento, e em seguida foram calibrados com o mesmo
tampdo utilizado na IMAC (Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 150 mM). As proteinas foram
injetadas no sistema e resultaram em perfis cromatogréficos individuais. De cada pico obtido
nas cromatografias foi separada uma amostra (aproximadamente 90 ul) para analise por
SDS-PAGE, permitindo a identificacdo do volume morto da coluna (void) e do volume de
eluicdo especifico de cada proteina deste estudo. Sempre que houve a necessidade de
concentrar as amostras, quando se obtinham grandes volumes, foram utilizados filtros de
centrifugacdo Amicon® Ultra-15 (Milipore) com membrana de 3 kDa.

Realizada a verificagdo da amostra coletada da SEC na eletroforese em gel, as
amostras correspondentes as proteinas de interesse foram quantificadas em espectrofotémetro
V-530 (Jasco). A leitura do espectro foi feita com Absygonm (@bsorbancia a 280 nm) utilizando
cubetas de quartzo de 1x1cm (largura x comprimento). O branco foi anteriormente feito com
a leitura do espectro do tampao de ligacao utilizado na SEC. O célculo da concentracdo das
amostras foi realizado utilizando a equacdo de Beer-Lambert c¢=A4bs/(e.l), sendo ¢ a
concentracdo (em mol.L™), Abs a absorbancia medida (em AU), ¢ o coeficiente de extingéo
teérico (em mol/L™*.cm™) e | o comprimento do caminho éptico (em cm). O coeficiente de
extincdo tedrico — e demais parametros — foi obtido utilizando o programa ProtParam
(GASTEIGER, 2005), disponivel online, utilizando a sequéncia de aminoacidos de cada
construcao.

Também foram realizados ensaios de purificagdo por exclusdo molecular e
caracterizacdo dos estados oligoméricos com amostras puras de SEPT7c¢c combinadas com as
amostras de SEPT6c, SEPT7c e SEPT1lc. As amostras foram misturadas em razoes
equimolares (estequiometria de 1:1) para verificar a formacdo de heterodimeros. Todas as
amostras obtidas foram analisadas por SDS-PAGE apds as injeces na coluna de exclusdo
molecular. Variagdes destes ensaios também foram realizadas submetendo a mistura das
amostras a diferentes processos, como: aquecimento, agitacdo, incubagdo com ureia (com
posterior didlise em filtros de centrifugacdo). Dados ndo apresentados, pois ndo foi

identificada influéncia destes processos sob os resultados.
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4.4.3. Calibracdo da coluna de cromatografia de exclusdo molecular

A coluna HiLoad® 16/600 Superdex® 75 pg (GE Healthcare) foi calibrada com o uso
de cinco padrdes de proteinas globulares de massa conhecida e azul dextrano a fim de
possibilitar o célculo das massas das amostras utilizando o volume de eluicdo nos
experimentos de gel filtracdo. A coluna foi equilibrada com tampdo composto por Tris-HCI
20 mM pH 7,6 e cloreto de s6dio 150 mM. O kit de calibracdo (GE Healthcare) utilizado de
acordo com as instrucdes do fabricante contém os seguintes padrdes: ribonuclease A (13,7
kDa), anidrase carbbnica (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), conalbumina (75 kDa) e Blue
Dextran (2.000 kDa). O azul dextrano foi empregado a fim de determinar o “volume morto
(ou vazio)” da coluna de cromatografia, volume de eluicdo das moléculas que ndo interagem
com a matriz da coluna, e para checar o empacotamento da coluna. O célculo das massas

relativas foi realizado com o coeficiente de particdo (Kay), conforme a equacéo 1:

Kav = Ve-Vo

V;_ v, (1)

onde V. é o volume eluicdo de cada padrdo molecular, V, é o volume morto da coluna e V; é
0 volume geométrico total da coluna. O grafico da curva padréo foi construido com Kay X
log(Peso Molecular).

4.5. Técnicas eletroforéticas

4.5.1. Eletroforese SDS-PAGE Tris-Glicina

Para a eletroforese SDS-PAGE, géis de poliacrilamida foram preparados, sendo a gel
separador 15% (m/v) [acrilamida 14,5% (v/v), bisacrilamida 0,5% (v/v), Tris-HCI 250 mM
pH 8,8, SDS 0,3% (m/v), PSA 0,1% (m/v), TEMED 0,06% (v/v)] e o gel concentrador 5%
(m/v) [acrilamida 4,84% (m/v), bisacrilamida 0,16 % (m/v), Tris-HCI 140 mM pH 6,8, SDS
0,3 % (m/v), PSA 0,1 % (m/v), TEMED 0,12% (v/v)]. As amostras coletadas dos ensaios,
foram preparadas na capela adicionando de tampé&o de amostra 4x [azul de bromofenol 0,4%
(m/v), SDS 8% (m/v), glicerol 40% (v/v), Tris-HCI 200 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol 10%
(m/v)] e fervidas durante 5 minutos. A cuba de eletroforese foi montada com o tampéo de
corrida [Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 % (m/v), pH = 8,3], foram aplicados 15 pL de
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amostra em cada pogo e 5 pL do marcador de peso molecular de proteinas (Thermo Fisher
Scientific) (LAEMMLI, 1970). Para o gel de SDS-PAGE Tris-Glicina foi utilizado o
marcador de peso molecular de proteinas Pierce™ Unstained Protein MW Marker
(ThermoScientific), que apresenta os padrdes: beta-galactosidase (116 kDa), soro albumina
bovina (66,2 kDa), ovalbumina (45 kDa), lactato desidrogenase (35 kDa), REase Bsp98I (25
kDa), beta-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,4 kDa).

A eletroforese foi executada com os parametros: 40 mA e 200 V — variando o tempo
entre 1h e 2h 30 min. Apds a finalizacdo das corridas, os géis foram corados com solucéo de
azul de Coomassie [Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v), 50% de metanol (v/v), 10%
de acido acético (v/v)] em recipiente adequado e ficaram sob agitacdo por aproximadamente
minimo 30 minutos. Logo apos, a solucéo de azul de Coomassie foi retirada do recipiente e os
géis foram decorados com solugdo de acido acético 20% (v/v), que foi trocada vérias vezes

até se obter géis com maior nitidez, para posterior analise e fotodocumentacéo.

4.5.2. Eletroforese SDS-PAGE Tris-Tricina

A analise das proteinas também foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida
em tampdo Tris-Tricina. Originalmente a técnica de eletroforese em gel elaborada por
Laemmli (1970) utiliza tampé&o glicina, no entanto a substituicdo por tricina permite uma
migracdo mais rapida desta molécula em relagdo a proteina. O gel é submetido a um campo
elétrico de menor voltagem, demorando mais tempo que a eletroforese convencional, e, além
disso, seu preparado € realizado com a adicdo de glicerol. Tais caracteristicas possibilitam que
as proteinas que apresentam baixo peso molecular migrem mais rapido, favorecendo uma
melhor resolucéo destas bandas no gel (SCHAGGER; VON JAGOW, 1987).

O gel de resolugdo foi preparado com volume aproximado de 7 mL com
poliacrilamida 16% (v/v) (acrilamida 15,5% e bisacrilamida 0,5%), Tris-HCI 1 M, SDS 0,1%
(m/v), glicerol 13,5% (m/v), PSA 0,085% (v/v), tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,085%
(v/iv) e H,O Milli-Q g.s.p. Para o gel de empilhamento foi preparado aproximadamente 1,7
mL contendo poliacrilamida 4% (v/v) (acrilamida 3,87% e bisacrilamida 0,13%), Tris-HCI
0,7 M, SDS 0,07% (m/v), PSA 0,12% (v/v), TEMED 0,12% (v/v) e H,0O Milli-Q g.s.p. Antes
da aplicacdo no gel, as amostras foram aquecidas durante 10 minutos a 95 °C com a utilizagéo
de tampdao de amostra (4x) contendo azul de bromofenol 0,4% (m/v), SDS 8% (m/v), glicerol
40% (v/v), Tris-HCI 200 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol 20% (m/v) e H,O Milli-Q g.s.p.
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A corrida de eletroforese ocorreu com o aparato Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-
Rad), sob a fonte de energia Amersham Pharmacia Biotech EPS 301 (GE Healthcare). A
corrida ocorreu com o0s parametros: 12 etapa (1 h, 30 V, 90 mA), 22 etapa (3h 30 min, 105 V,
105 mA). Na cuba foi utilizado o tampé&o da cuba Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M, SDS 0,1% e H,O
Milli-Q g.s.p. com pH = 8,25 — com volume suficiente para cobrir 0s géis no aparato de
eletroforese. Foram pipetados 15 puL de amostra por poco e 5 puL de marcador de peso
molecular. Para o gel de SDS-PAGE Tris-Tricina foi utilizado o marcador SeeBlue™ Plus2
Pre-stained Protein Standard (Invitrogen), que apresenta os padrdes: miosina (198 kDa),
fosforilase (98 kDa), BSA (62 kDa), desidrogenase glutdmica (49 kDa), alcool desidrogenase
(38 kDa), anidrase carbonica (28 kDa), mioglobina vermelha (17 kDa), lisozima (14 kDa),
aprotinina (6 kDa) e insulina - cadeia B (3 kDa). Ao término da corrida, o gel foi corado por
no minimo 30 minutos sob agitacdo constante em recipiente contendo solucdo de azul de
Coomassie brilhante R-250 0,1% (m/v), 50% de metanol (v/v), 10% de &acido acético (v/v) e
H,0 Milli-Q g.s.p. e descorado com diversas lavagens com 20% de acido acético (v/v) e H,0

Milli-Q g.s.p. sob agitacdo, para revelar as bandas de proteina.
4.5.3. Coloracdo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata

Em comparagdo com a sensibilidade obtida pela utilizagdo do azul de Coomassie para
corar géis de poliacrilamida, na escala de microgramas, a utilizacdo de protocolos que
utilizam nitrato de prata (AgNO3) permite revelar proteinas em quantidades na escala de
nanogramas. Assim sendo, o protocolo de coloracdo com AgNO; foi realizado apo6s a
visualizacdo das bandas coradas com azul de Coomassie em gel de poliacrilamida e posterior
descoloracdo do mesmo. Para descorar o Coomassie das bandas foi utilizada solucgéo
contendo acido acético 10%, metanol 40% e agua Milli-Q g.s.p. — que foi trocada varias vezes
até obter o gel transparente, sem nenhuma impregnacgdo visivel do azul de Coomassie. A
coloracdo com prata seguiu-se conforme abaixo e para cada etapa foram preparadas solucoes
de 60 mL para cada gel, seguindo o protocolo de Nesterenko, Tilley e Upton (1993).

Etapas da coloracio:

1 — Fixag&o: solugdo contendo 60 mL de acetona 50%, 1,5 mL de &cido tricloroacético (TCA)
50% e 25 pL de formaldeido 37% (em agitacdo durante 5 minutos).
2 — Enxague: agua destilada (3 lavagens de 5 segundos).

3 — Lavagem: &gua destilada (em agitacdo durante 5 minutos).
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4 — Enxague: agua destilada (3 lavagens de 5 segundos).

5 — Pré-tratamento I: acetona 50% (em agitacdo durante 5 minutos).

6 — Pré-tratamento Il: tiossulfato de s6dio 0,017% (em agitacdo durante 1 minuto).

7 — Enxague: dgua destilada (3 lavagens de 5 segundos).

8 — Impregnacdo: nitrato de prata 0,27% e formaldeido 0,37% (em agitacdo durante 8
minutos).

9 — Enxague: agua destilada (3 lavagens de 5 segundos).

10 — Revelagdo: solucdo contendo 0,67 g de carbonato de sddio anidro, 25 pL de formaldeido
37% e 25 pL tiossulfato de sodio 10% em 60 mL de agua destilada (em agitacdo de 10 a 20
segundos).

11 — Interrupc¢do: &cido acético 1% (em agitacdo durante 30 segundos).

12 — Enxague: agua destilada.

4.5.4. Quantificacdo da pureza das bandas dos géis

Apo6s a eletroforese e a revelagdo das bandas com os corantes, o0s géis de
poliacrilamida foram fotodocumentados utilizando o sistema Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad)
usando a bandeja branca do sistema. Os géis fotodocumentados foram avaliados no software
ImageLab versdo 6.0.1 (Bio-Rad) para analise do grau de pureza das amostras provenientes da
SEC. O programa permite a deteccdo automatica das faixas onde as amostras correram e
também das bandas obtidas. O grau de pureza, em porcentagem, foi obtido utilizando a

ferramenta Relative Quantity, tendo como referéncia a banda de SEPT7c.

4.6. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

As proteinas foram analisadas por espectroscopia de dicroismo circular em
comprimentos de onda distantes da regido do ultravioleta (FAR-UV) — entre 260 e 195 nm. A
técnica utiliza a radiacdo de luz elipticamente polarizada, resultante de dois feixes de luz
circularmente polarizados de mesma frequéncia, mas com direcBes e fases diferentes, para
analisar as biomoléculas. Os feixes de luz incidem sobre a amostra e a por¢éo absorvida pelas
moléculas de proteinas promove excitagdes eletrbnicas, como acontecem nas ligagdes
peptidicas, em que ocorrem as transi¢des eletronicas dos tipos n—n* ¢ n—m*. Os espectros de

emissdo sdo obtidos em elipticidade (angulo 0) e esta ¢ utilizada para determinar a
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conformacéo da cadeia polipeptidica em sua estrutura secundaria (ADLER; GREENFIELD;
FASMAN, 1973; JANES; WALLACE, 2009).

As medidas de dicroismo circular foram realizadas em espectropolarimetro modelo
Jasco J-815 (Jasco) equipado com sistema de controle de temperatura do tipo Peltier PTC-
4235/15 (Jasco) e monitoradas pelo software Spectra Manager Il. As amostras foram
dispostas em cubetas de quartzo de 0,5 a 1 mm para a realizacdo das leituras dos espectros. As
amostras foram dialisadas previamente, em concentrador de centrifuga, para salina de NaCl
150 mM a fim de manter o equilibrio id6nico das proteinas em solucédo e de facilitar o ajuste
dos pH desejados com agentes tamponantes que menos interferissem no sinal dicroico. Os
ensaios foram realizados em condi¢cfes basica, neutra e acida, ajustando o pH das amostras
imediatamente antes das leituras de CD com os tampdes: acetato de sédio 5 mM (pH 4,0) e
Tris-HCI 5 mM (pH 7,0 e 9,0) — mantendo a molaridade de sal. As concentragdes de proteinas
utilizadas foram adaptadas para cada construcao e experimento realizado.

As leituras dos espectros iniciais foram realizadas a temperatura de 25 °C, nos
comprimentos de onda (A) de 260 a 195 nm (com intervalos de 0,2 nm). Foram acumulados 3
espectros para os tampdes e 10 espectros para as amostras e obtidas as médias destes, com
velocidade de escaneamento de 20 nm/min e tempo de resposta de 0,5 s. As médias dos
espectros de cada amostra foram obtidas em elipticidade e destas foram subtraidas as linhas
de base dos respectivos tampdes, retirando a contribuicdo dos reagentes no sinal dicroico. A
elipticidade obtida foi convertida para elipticidade residual média (do inglés, mean residue
ellipticity — MRE) utilizando a equagdo (2), sendo 6 a elipticidade (em miligraus), o peso
residual medio - MRW (do inglés, mean residue weight — MRW), ¢ a concentracdo (em

mg/mL) e | o comprimento do caminho optico da cubeta (em cm).

[G]MRE =0x0,1 x MRW

cxl

(em graus.cm?.dmol™) (2)

O peso residual medio (MRW) foi obtido dividindo o peso molecular, em Daltons,
pelo ndmero de ligagdes peptidicas de cada proteina, conforme a equacdo (3). Foram
utilizados os seguintes pesos residuais médios: SEPT7¢c — 126,9 Da, SEPT11c — 128,42 Da,
SEPT14c - 128 Da.

MRW =PM/ (n - 1) 3)
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Os ensaios de estabilidade térmica foram realizados para verificar o efeito da
temperatura sobre a conformacdo das proteinas aquecendo-as e monitorando o sinal dicroico.
As amostras foram analisadas de 5 a 75 °C, com variagdo de 0,2 °C, no comprimento fixo de
onda de 222 nm, nos pH 4, 7 e 9 com os tampdes citados anteriormente. Foram coletados
espectros das amostras antes e ap0s a variacao térmica na temperatura de 25 °C. Para evitar a
evaporacdo da amostra e consequente alteracdo na concentracdo, em todos os ensaios de
desnatura¢do foram adicionados =~ 100 pL. de 6leo mineral sobre o menisco da amostra nas
cubetas de quartzo. Durante a variacdo térmica, foram coletados espectros a cada 10 °C (5, 15,
25, 35, 45, 55, 66, 75). Dos espectros das amostras e dos pontos coletados durante os ensaios de
variacdo térmica foram subtraidas as linhas de base dos tamp®es e, em seguida, o ruido foi

suavizado com o método de Savitzky-Golay utilizando o software Spectra Manager 1.

4.7. Cromatografia de Exclusdo Molecular acoplada a Espalhamento de Luz
Multiangular (SEC-MALYS)

Alguns fatores podem limitar a utilizacdo de curvas de calibracdo em colunas de gel
filtracdo para obter o peso molecular de proteinas em solucdo, a partir do volume de eluicéo.
A calibracdo feita com padrbes de proteinas globulares nos leva a assumir que a amostra
também apresenta 0 mesmo perfil — diferentemente das proteinas trabalhadas neste projeto
que apresentam perfil alongado, como observado na Figura 7. Além disso, cada proteina
pode interagir de forma particular com a resina da coluna e assim interferir no volume de
eluicdo das amostras. Estes processos sdo limitantes e, consequentemente, tornam a técnica
imprecisa para a determinagédo experimental do peso molecular das amostras e a identificacéo
dos estados oligoméricos. Desta forma, os ensaios de cromatografia de exclusdo molecular
acoplada a espalhamento de luz multiangular (SEC-MALS) surgem como uma alternativa,
uma vez que a determinacdo do peso molecular ndo é dada pelo volume de elui¢do do analito
e nem pela sua forma (FOLTA-STOGNIEW, 2016).

As analises foram feitas no Laboratorio de Biofisica Molecular do Instituto de Fisica
de Sédo Carlos, da Universidade de Sao Paulo (IFSC/USP), Séo Carlos - SP — sob a superviséo
do professor Dr. Richard Garratt. Para a cromatografia liquida de alta eficiéncia foram
utilizados os modulos Waters 600 Controller, Waters 600 Pump e Waters 2489 UV/Visible
Detector (Waters) com uma coluna Superdex S200™ Increase 10/300 GL (GE Healthcare)
conectada. Acoplados a estes estavam o detector de espalhamento miniDAWN TREOS

(Wyatt Technology) — que mede o espalhamento da luz (LS, do inglés light scattering),
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emitida pelo aparelho no comprimento de onda de 659 nm, em trés angulos simultaneamente
(43,6°, 90° e 136,4°) — e o detector de indice de refracdo Optilab T-rEX (Wyatt Technology) —
que quantifica a concentragdo das amostras pela refragdo diferencial (dRI, do inglés
differential defractive index).

Para a exclusdo molecular, foram injetadas 120 puL das amostras na concentracdo de 8
mg/mL. O tampéo de corrida utilizado foi composto por Tris-HCI 25 mM pH 8,0 e cloreto de
sodio 300 mM. Para validar os ensaios de SEC-MALS, é realizada uma calibrag&o prévia com
proteinas de peso molecular bem definido na literatura. A calibracdo foi realizada com a
injecdo de 50 pL de albumina do soro bovino (BSA) a 2 mg/mL (66,5 kDa — em sua forma
monomeérica). Os resultados foram processados e normalizados com base na injecdo de BSA

utilizando o programa ASTRA 7.0.1 (Wyatt Technology).

4.8. Crosslinking quimico

Foram realizados ensaios de crosslinking quimico com as proteinas purificadas
utilizando o reagente Bis (succinimidil-succinato) de Etileno Glicol (EGS) (Sigma Aldrich). O
EGS promove ligacGes cruzadas entre as proteinas formando liga¢cdes covalentes de amida em
pH 7-9. O reagente apresenta um braco espacador de 16,1 A e é homobifuncional, em que as
duas extremidades reagem com 0s grupos aminas de N-terminais e de lisinas (ABDELLA,
SMITH; ROYER, 1979). E importante que o EGS seja previamente dissolvido em
dimetilsulfoxido (DMSQO), pois a agua promove a hidrélise do reagente, diminuindo sua
eficiéncia na formacdo das ligacbes cruzadas.

Os ensaios foram realizados preparando reacdes com 60 pL com cada proteina a 50
MM adicionada de EGS a 2,5 mM, em concentracdes finais (mantendo 50 vezes mais
moléculas de reagente do que proteina). As amostras foram incubadas em temperatura
ambiente, durante 30 minutos, e no gelo, durante 2 horas. As rea¢des de crosslinking quimico
foram interrompidas imergindo os tubos contendo as amostras em nitrogénio liquido durante
5 minutos, seguido da adicdo do tampéo de amostra que contém aminas no agente tamponante
(Tris-HCI pH 6,8). Em seguida as amostras foram aquecidas durante 10 minutos a 95 °C com
posterior analise por eletroforese em gel SDS-PAGE Tricina.

Também foram realizados ensaios preliminares utilizando o0s crosslinker
Disuccinimidil Suberato (DSS) (Thermo Scientific), que apresenta braco espacador néo
clivavel de 11,4 A. O reagente além de ser homobifuncional, também reage com 0s grupos

aminas de N-terminais e de lisinas, no entanto a eficiéncia de formar as ligagcdes cruzadas
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entre o C-terminais das septinas foi inferior. Os ensaios seguiram apenas com o crosslinker
EGS.

4.9. Ultracentrifugacdo analitica — Velocidade de Sedimentacgéo (SV-AUC)

A técnica de ultracentrifugacdo analitica baseia-se na aplicacdo de uma forca
centrifuga resultante do movimento circular, em velocidade angular constante, para a
separacdo de amostras de acordo com seu coeficiente de sedimentagdo. O langamento das
particulas para o fundo do recipiente € efeito da forca inercial centrifuga, pela tendéncia dos
corpos se manterem em movimento numa trajetoria tangencial ao movimento circular. A
velocidade do movimento de particulas monodispersas no soluto é dada pelo coeficiente de
difusdo, que se relaciona diretamente com o tamanho e a forma das particulas, assim como a
viscosidade e a temperatura do solvente. Ao se aplicar altas rotacGes, as forcas que atuam no
centro de gravidade das particulas sdo multiplicadas e o coeficiente de sedimentacdo que
obtém esta diretamente relacionado com a massa molecular da particula. Estimar o volume
parcial especifico e a razdo friccional dessa particula permite conhecer o coeficiente de
difusdo e que resulta na distribuicdo do coeficiente de sedimentacdo. Desta forma, proteinas
em solucdo em condi¢cbes nativas podem ser estudadas por ultracentrifugacdo analitica a fim
de determinar os estados de oligomerizacéo e os parametros hidrodinamicos (SHUCK, 2000;
LEBOWITZ; LEWIS; SCHUCK, 2002).

A ultracentrifuga analitica € equipada com um sistema 6tico do tipo monocromador,
gue monitora as particulas em tempo real, com a leitura da absorbancia em comprimentos de
onda do UV visivel. O equipamento também dispde de uma cadmara de vacuo, para diminuir o
atrito do rotor com os gases, 0 que ocasionaria aumento de temperatura em rotacdes elevadas,
e também apresenta um sistema de refrigeracdo. Os ensaios realizados foram de velocidade de
sedimentacdo, em que a sedimentacdo controlada das moléculas numa distancia radial é
monitorada até a total deposicdo destas ao fundo da célula.

Os experimentos foram realizados numa ultracentrifuga ProteomelLab XL-A (Beckman
Coulter) que é equipada com um rotor de titdnio, modelo An-60 Ti (Beckman Coulter), com 4
celulas de aluminio com janelas de quartzo com duas cavidades divididas por uma pega
central. As células foram preparadas dispondo o tampdo no compartimento esquerdo e a
amostra no compartimento direito utilizando 3 concentracfes sendo observada a densidades
Oticas aproximadas de: ODzgonm = 0,50; 0,75; 1,00. A quarta célula do sistema é utilizada

como contrapeso para equilibrar o rotor. As amostras foram centrifugadas com o sistema
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refrigerado a 20 °C com varredura de absorbancia a 280 nm. A velocidade de rotacao
utilizada em cada ensaio foi determinada com base no peso molecular tedrico das amostras
(HOLLADAY, 1980), sendo: SEPT7c (45.000 rpm), SEPT7c+SEPT6¢c (44.000 rpm),
SEPT11c (50.000 rpm) e SEPT14c (42.000 rpm). Foram realizados ensaios em condic¢oes
neutras, com as proteinas SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c dispostas em tampdo Tris-HCI 20
mM pH 7,6 e NaCl 150 mM; ja SEPT6c¢ foi disposta em tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,0,
NaCl 400 mM e glicerol 5%. Para os ensaios em condi¢fes &cidas as proteinas foram
dispostas em tampdo Acetato de sédio 20 mM pH 4 e NaCl 150 mM.

Para o tratamento dos dados, foram estimados o volume parcial especifico (Vypa) € a
hidratag¢ao da proteina, utilizando a sequéncia de aminoacidos, a densidade (p) e a viscosidade
(m) do tampdo com o uso do programa SEDNTERP (HAYES; LAUE; PHILO, 1995).
Utilizando o programa SEDFIT (SCHUCK, 2000) os dados experimentais foram ajustados a
equacdo de Lamm para determinar o coeficiente de sedimentacdo c(s) pelo modelo de
distribuicdo continua. Ajustes também foram realizados alterando a disposi¢cdo do menisco do
conjunto de dados dentro do programa SEDFIT até a de um valor ideal de RMSD de
aproximadamente 0,007. A razdo friccional f/f, foi um parametro flutuante durante as
analises, ficando livre o ajuste automatico deste pelo programa. Para determinar os estados
oligoméricos, os coeficientes de sedimentacdo obtidos foram normalizados para Szow NO
programa SEDNTERP, convertendo os dados para condi¢Oes padrdes de sedimentacdo em
agua a 20 °C. Os gréaficos exibem o perfil de sedimentacdo e a distribui¢do dos coeficientes de
sedimentacdo foram plotados pelo programa GUSSI, que produz os gréficos diretamente do
programa SEDFIT.

4.10. Ensaios de cristalizacdo

Os ensaios de cristalizagdo com as construgdes de septinas foram realizados com as
proteinas puras e concentradas, em experimentos automatizados (screenings) e manuais
(refinamentos). CondicGes para a cristalizacdo das proteinas SEPT7c, SEPT6¢c, SEPT11c e
SEPT14c foram exploradas tanto individualmente, quanto de forma combinada:
SEPT7c+SEPT6c, SEPT7c+SEPT11c e SEPT7c+SEPT14c, utilizando concentragGes
equimolares. Os ensaios de screening de cristalizacdo foram realizados no equipamento de
pipetagem a nanolitros robotizado Mosquitoe (TTP Labtech). Visando a identificacdo de
condicdes de cristalizacdo promissoras a triagem foi realizada utilizando microplacas com 96

pocos (12x8), onde foram pipetados em cada po¢o 100 pL das solugdes de cristalizagdo de
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kits comercialmente adquiridos (Tabela 1), que apresentam diferentes composicdes (variando
agente precipitante, sal, tamp&o). Para promover a difusdo de vapor e propiciar a cristalizacdo
das proteinas, o método de gota pendurada foi empregado, no qual a pipetagem robotizada
produziu 3 nanogotas para cada um dos pocos sobre filmes plésticos de cristalizacdo
especificos para a vedacdo das microplacas. As nanogotas produzidas apresentaram
concentracdes diferentes, onde o equipamento foi programado para misturar 100-200 nL de
proteina com 100-200 nL da solucdo do reservatorio. Apos a selagem, as microplacas foram
acondicionadas em sala climatizada, com temperatura constante de 20 °C. Para explorar mais
ainda as condicdes de cristalizacdo, algumas microplacas confeccionadas foram
acondicionadas em refrigerador apropriado, com temperatura constante de 4 °C. Com base em
abordagens anteriores do nosso grupo de pesquisa, as microplacas permaneceram inertes por 1
ou 2 semanas antes de serem analisadas em lupa para verificagdo do crescimento dos cristais.

Apds a verificacdo de algumas condicdes promissoras de cristalizacdo, ensaios
manuais de refinamento foram realizados na tentativa de refinar as condicdes para obter
melhores cristais, em forma e tamanho. Com base na amostragem por matriz esparsa, foram
feitas pequenas variacOes ao redor das condicdes alterando sutilmente o valor pH do tampéo,
a molaridade do agente precipitante e a proporc¢do da concentracdo de proteina a ser misturada
com a solucdo do reservatorio. Os ensaios foram realizados em placas de 24 poc¢os (6x4) que
continham um célice ao centro, onde as gotas foram alocadas, executando a difusdo de
vapores pelo método de gota sentada.

Em colaboracdo com o Instituto de Fisica de Sdo Carlos, da Universidade de Séo
Paulo (IFSC/USP), Sdo Carlos — SP, também foram realizados experimentos de screening de
cristalizagdo com as septinas SEPT7c, SEPT11c e SEPT7c+SEPT11c. Os ensaios foram
realizados utilizando o equipamento de pipetagem robotizado Crystal Gryphon (Art Robbins
Instruments), em microplacas de 96 pocos que foram posteriormente acondicionadas em sala
climatizada a 18 °C e também em refrigerador, a 4 °C. Em cada um dos 96 reservatorios
foram adicionados 50 pL da solucéo de cristalizagdo, foram misturados automaticamente 100-
200 nL da solu¢do com 100-200 nL de proteinas para a formacdo das nanogotas, que foram
preparadas conforme a Tabela 2.

Os cristais obtidos que apresentavam tamanho suficiente foram submetidos a ensaios
de difracdo de raios-X para verificar se estes reproduziriam padrdes discretos de difracdo de
proteina ou de sal. Alguns experimentos foram realizados no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) em Campinas, S&o Paulo; outros foram realizados in house em

difratbmetro D8 Venture (Brucker).
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Tabela 1 — Concentracgdes das proteinas (em mg/mL) utilizadas nos ensaios de screening. Os experimentos foram realizados com o método de

gota pendura, com 3 nanogotas produzidas em concentrac6es diferentes para cada um dos 96 pocos das microplacas.

. SEPT7c+ SEPT7c+ SEPT7c+

Kit SEPTT7c SEPT6C SEPT14c SEPT1l1c SEPT6C SEPT11c SEPT14c
PACT++ 51,1 19,5 - 58,2 34,5 - -
(Jena Bioscience)
JSCGH+ 51,1 - 16,57 58,2 34,5 - -
(Jena Bioscience)
JBScree_n M_embrane 511 3 16,57 58,2 34,5 B B
(Jena Bioscience)
Crystal Screen 51,1 19,5/130,0 28,1 66,0 34,5 - -
(Hampton Research)
Morpheus _ 63,0 _ 28,1 66,0 34,5 52,7 49,9
(Molecular Dimensions)
JCSG-plus _ 63.0 _ 16,57 /71,0 - 34,5 52,7 49,9
(Molecular Dimensions)
PACT Premier 63,0 - 28,1/71,0 66,0 34,5 52,7 49,9
(Molecular Dimensions)

Tabela 2 — Concentragdes das proteinas (em mg/mL) utilizadas nos ensaios de screening realizados no IFSC/USP. Os experimentos foram

realizados com o0 método de gota sentada, com 3 nanogotas diferentes (uma de cada proteina) misturadas com a solucao de cada um dos 96 pogos.

. SEPT7c+

Kit SEPT7c SEPT11c SEPT11c

Index (Hampton Research) 16,6 /25,8 20,5 155/18,3
SaltRx (Hampton Research) 16,6 — 18,3

SG1 (Molecular Dimensions) 16,6 /25,8 20,5 155/18,3
JCSG (Molecular Dimensions) 25,8 20,5 15,5
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos genes

O estudo das regides C-terminais de septinas humanas demanda novos dados
experimentais, para ir além das inferéncias a partir de predicGes. As estratégias deste projeto
para caracterizar as interacdes homo e heterotdpicas entre SEPT7c, SEPT6c, SEPT11c e
SEPT14c resultaram na selecdo de fragmentos com potencial para a formacéo de coiled coils,
como predito por Kinoshita (2003). O projeto teve inicio com 0s genes de SEPT6c e de
SEPT7c, no entanto as dificuldades de trabalho com o gene SEPT6c¢ levaram a selecdo e sintese
dos genes de SEPT11c e de SEPT14c, que pertencem ao subgrupo da septina 6. A selecdo das
sequéncias priorizou regides preditas como coiled coil, e manteve a tag de histidina, resultando
nas construcdes elencadas abaixo, cujas sequéncias primarias de aminoacidos apresentaram as

seguintes caracteristicas fisico-quimicas elucidadas na Tabela 3.

SEPT7c — MEQVFEMKVKEKVQKLKDSEAELQRRHEQMKKNLEAQHKELEEKRRQFE
DEKANWEAQQRILEQQNSLEHHHHHH

SEPT6c — MRQMFVQRVKEKEAELKEAEKELHEKFDRLKKLHQDEKKKLEDKKKSLD
DEVNAFKQRKTAAELLQSWLEHHHHHH

SEPT11lc — MRVKEKEAELKEAEKELHEKFDLLKRTHQEEKKKVEDKKKELEEEVNNF
QKWLEHHHHHH

SEPT14c — MHHHHHHWVKEKEATFKEAEKELQDKFEHLKMIQQEEIRKLEEEKKQLE
GEl

Tabela 3 — Caracteristicas fisico-quimicas das construgdes utilizadas nesse estudo. Dados obtidos

a partir da sequéncia primaria das septinas pela ferramenta on-line ProtParam (ExPASy).

Proteinas | NUmero de Massa Ponto isoelétrico| Coeficiente de | Abs 0,1%

residuos |molecular (kDa)| (pl) teorico extingao (sonm) | (280 nm)

SEPT6C 76 9,37 8,86 5.500 0,586
SEPT7c 75 9,39 6,44 5.500 0,586
SEPT11c 60 7,58 6,44 5.500 0,726

SEPT14c 52 6,53 5,94 5.500 0,842
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5.2. Producéo heterdloga

Os ensaios de expressdo das construces de septinas incluiram cepas de E. coli
Lemo21(DE3), BL21(DE3)pLysS e BL21(DE3)pLysE que apresentam notavel potencial para
expressdo de proteinas recombinantes em nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de
Biofisica Molecular (UnB). As cepas do tipo DE3 hospedam o profago ADE3 que transporta o
gene da RNA polimerase T7 e permite a expressdo com inducdo por IPTG (analogo da
alolactose) ou por autoinducdo (STUDIER; MOFFATT, 1986). A diferenca entre as 3 cepas
estd no controle do nivel de expressdo, em que Lemo21 pose ser controlada com L-Ramnose
atenuando a formacédo de corpos de inclusdo, enquanto as cepas do tipo pLys reduzem o0s
niveis de expressdo basais, podendo ser utilizadas para expressar proteinas toxicas. E
interessante notar que células de Lemo21 crescidas sem L-ramnose atuam como pLysS.

Inicialmente, 0s ensaios de expressdo e de solubilidade para as construcbes SEPT6c e
SEPT7c apresentaram éxito utilizando meio autoindutor ZYM-5052. Esse tipo de meio foi
escolhido por apresentar um conjunto de caracteristicas favorece a expressao de vetores pET em
meios com alta densidade celular, sendo propicio para as constru¢bes dos C-terminais de
septinas deste projeto. A autoinducdo € obtida com trés principais fontes de carbono, a lactose, o
glicerol e a glicose — ao tempo em que a glicose é consumida primeiramente, o glicerol garante
um suprimento auxiliar as necessidades metabdlicas caso a glicose seja totalmente depletada,
permitindo o crescimento do nimero de células até a saturacdo. Esgotando-se os dois, a lactose
é consumida em seguida com a ativacdo do operon Lac e consequente expressdo do gene
heter6logo. Além disto, a composi¢do do meio dispBe varios sais e metais-traco que provém um
conjunto de ions importantes para favorecer o metabolismo de E. coli (STUDIER, 2014).

O meio autoindutor inoculado com as cepas transformadas com SEPT6c e SEPT7c
apresentou concentragdo proteica expressiva quando submetido a crescimento inicial a 37 °C
durante 2h, seguido do acondicionamento a 18 °C com coletas de amostras em diferentes
tempos (Figura 10). Pouco ficou evidente a diferenca na concentragdo de proteinas nos
diferentes tempos. A presenca das proteinas foi observada tanto no extrato bruto quanto no
sobrenadante, evidenciando a presenca de proteinas sollveis apds os processos de lise e
centrifugagdo. A obtencdo destes dados foi importante para delinear o escalonamento da
expressdo de 25 mL para 500 mL de meio, pois a facilidade operacional do meio ZYM-5052
distingue-se do processo com inducdo por IPTG que demanda atencdo constante com a
densidade celular ODggo nm de 0,5 a 0,7 — 0 que mantém o pesquisador na dependéncia da taxa

de crescimento da E. coli.
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Figura 10. Ensaio de expresséo e de solubilidade de SEPT6c e SEPT7c em meio autoindutor a 18 °C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. Amostras | representam as
fracOes lisadas, as amostras 11 representam o sobrenadante da lise. M: marcador de massa molecular.

A Amostras de expressdes com a cepas Lemo2l(DE3). @Amostras de expressdes com a cepa
BL21(DE3)pLysE. Amostras da cepa Lemo21(DE3) foram adicionadas de L-ramnose 500 pM.
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Ao verificar a expressao das proteinas em meio autoindutor a 37 °C com reducdo do
tempo de expressdo, a cepa Lemo21 teve desempenho tdo bom quanto nos ensaios por longos
periodos de tempo a baixa temperatura. O indculo preparado sem adi¢do de L-ramnose e
incubado por periodos de até 10h curiosamente revelou um perfil de expressdo com notével
reducdo no conteudo total de proteinas de E. coli (Figura 11). Contudo, a col6nia ndo teve
sua replicacdo feita e armazenada em crioprotetor para a repeticdo do ensaio. Mesmo assim,
ensaios posteriores continuaram ter bons desempenhos na expressdo das construgdes em

questdo, como é mostrado nos ensaios de purificagdo na préxima sessao.

SEPT6¢c SEPT7¢c
9h 10 h 9h 10 h

116,0 kDa
66,2 kDa —
45,0 kDa L
35 kDa S .

25 kDa

18,4 kDa

SEPT6c - . 9,39 kDa

9,37 kDa )

Figura 11. Ensaio de expressdo e solubilidade de SEPT6c e SEPT7c em meio autoindutor a 37 °C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. Ensaios realizados com a cepa
Lemo21(DE3) sem adicdo de L-ramnose. Amostras | representam as fragOes lisadas, as amostras Il

representam o sobrenadante da lise. M: marcador de massa molecular.

Com base nos resultados anteriores, 0s ensaios de expressdo com as construcoes
SEPT11c e SEPT14c realizados nas mesmas condi¢Oes de tempo, agitacdo e temperatura
revelaram ser promissoras apenas para a proteina SEPT11c, como visualizado na Figura 12.
Interessante notar que nos ensaios realizados sem a adicdo de L-ramnose a concentragdo
proteica apresentou relevante aumento, uma vez que os sedimentos celulares foram
ressuspendidos antes da lise para ter a mesma densidade 6tica. Embora a cepa Lemo21(DE3)
tenha sido desenvolvida para controlar com maior precisao a atividade da RNA polimerase T7
(WAGNER et al., 2008), na auséncia de L-ramnose o perfil de expressdo assemelha-se ao perfil
obtido por cepas BL21(DE3)pLysS. Os resultados obtidos da expressdao em Lemo21(DE3) sem

L-ramnose mostraram ser mais eficientes para trés das quatro construcdes deste estudo.
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Figura 12. Ensaio de expressao e solubilidade de SEPT11c e SEPT14c em meio autoindutor a 37 °C.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. Amostras | representam as
fraces lisadas, as amostras 1l representam o sobrenadante da lise. M: marcador de massa molecular. (A)
SEPT11c transformada em Lemo 21(DE3). (B) SEPT14c transformada em Lemo 21(DE3).

Melhor condicdo para expressdo da construcdo SEPT14c foi obtida com
transformantes de  BL21(DE3)pLysE. Os ensaios realizados em baixa temperatura
apresentaram menor rendimento, engquanto que 0s ensaios realizados a 37 °C tiveram mais
sucesso, como visto na Figura 13. O que demonstrou ser a faixa de temperatura com maior
rentabilidade proteica para expressdo em meio autoindutor ZYM-5052 para todas as

construgdes de septinas.
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Figura 13. Ensaio de expressdo e de solubilidade de SEPT14c em pLysE no meio autoindutor.
Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. Amostras | representam as

fracOes lisadas, as amostras 11 representam o sobrenadante da lise. M: marcador de massa molecular.

A cepa Rosetta(DE3) também foi testada devido a instabilidade de SEPT6c, que
constantemente agregava e precipitava até mesmo em temperatura ambiente (problemas estes
que serdo melhor descritos no topico 5.3. Purificagdo das proteinas). As cepas de E. coli
Rosetta (DE3) foram desenhadas para melhorar a expressdo de proteinas de eucariotos. Esta
cepa foi desenvolvida para suprir tRNAs para codons eucarioticos que sdo raramente
utilizados pela E. coli. Estudos realizados por pesquisadores suecos do Projeto Atlas de
proteinas humanas numa triagem de 69 proteinas, demonstraram que a expressdo heteréloga
de genes humanos em cepas Rosetta(DE3) apresentaram maior rendimento do que a
expressdo com a candnica cepa BL21(DE3). A utilizacdo do contedo de tRNA raros
presentes em Rosetta também mostraram melhoria no grau de pureza dos fragmentos de
proteinas testados e, ao final, os protocolos de expressdao foram modificados, alterando
permanentemente a cepa utilizada no projeto para Rosetta (TEGEL, 2010).

Contudo, das condicOes testadas para as 4 construcdes de septinas, ndo foram obtidos
resultados promissores de expressdo na cepa Rosetta(DE3) (Figura 14). Quer fosse por
expressdao em meio LB com indugéo por IPTG, quer fosse em meio autoindutor, ndo foram
detectadas a presenca das proteinas de interesse por SDS-PAGE. Nem mesmo utilizando 0s

parametros dos ensaios previamente citados, como temperatura e tempo de expresséo.
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Figura 14. Ensaio de expressdo e de solubilidade na cepa Rosetta(DE3). Eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. Amostras | representam as fracGes lisadas, as
amostras 1l representam o sobrenadante da lise. M: marcador de massa molecular. (A) Ensaio
realizado em meio autoindutor durante 10h. As figuras B, C, D e E apresentam 0s ensaios realizados
com SEPT6c, SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c, respectivamente. Estes foram realizados em meio LB, a
expressdo das células foi induzida com 0,5 mM de IPTG ap6s alcancarem ODggo n = 0,7.

Verificada a reprodutibilidade de expressdo em meio autoindutor a 37 °C por 10h
destes ensaios prévios (com volumes de 25 mL) nos ensaios em larga escala (com volumes de
500 mL), optou-se por dar prosseguimento com as cepas Lemo21 (para SEPT6c, SEPT7c e
SEPT11c) e pLysE (para SEPT14c). A expressdo em maior escala produziu grandes volumes

celulares que possibilitaram a purificacdo das proteinas.
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5.3. Purificacao das proteinas

5.3.1. Purificagdo por cromatografia de afinidade

As proteinas foram inicialmente purificadas em cromatografias de afinidade sendo
capturadas devido a presenca da cauda de histidina em todas as construcdes. Imediatamente
seguiram-se as cromatografias de exclusdo molecular a fim de evitar a precipitacdo das
proteinas, como no caso de SEPT6c que precipitava imediatamente ao ser armazenada em
gelo ou apo6s poucos minutos em temperatura ambiente. Inicialmente foi pensado que o alto
rendimento proteico seria 0 motivo da agregacdo desta proteina, o que levou a alterar o
método de coleta da fracdo eluida em tubos contendo aproximadamente 20 mL do tampé&o de
ligacdo, porém o problema n&o foi solucionado.

Foi necessario realizar uma triagem de tampdes e assim, a molaridade de sal na
composicao do tampdo foi variada (de 150 mM até 400 mM de NaCl) para que em maior
concentracdo este se dissociasse e interagisse com maior nimero de moléculas, aumentando a
solubilidade da proteina em solugdo. Também foi adicionado ao tampé&o original glicerol 5%
(v/v), um conhecido osmolito que favorece a estabilizacdo proteica além de ser um agente
crioprotetor prevenindo a agregacdo em processos de resfriamento. O pH do tampéo foi
diminuido de 7,6 para 7,0, evitando a proximidade com o ponto isoelétrico da proteina (8,86).

A literatura de septinas relata que a identificagdo de uma condi¢do em que as amostras
permanecam estaveis € uma etapa crucial antes da realizacdo de qualquer ensaio biofisico
(VALADARES; GARRATT, 2016), contudo os resultados obtidos das purificacdes com
SEPT6c contrastaram com a recomendacgdo de acondicionar as septinas em gelo ou em salas
refrigeradas. Numa outra abordagem, ao trabalhar apenas com o dominio G de SEPTS6,
fracGes solUveis foram identificadas apenas com a tag de histidina, pois quando fusionada a
GST a proteina também agregava (ZENT; WITTINGHOFER, 2014). Estas observacGes
demonstram que cada construcdo de septina € peculiar e demanda bastante trabalho, e até
mesmo sorte, para identificar condicdes de estabilidade para as proteinas e assim dar
sequéncia aos ensaios.

Ao definir o melhor tampéo de purificagdo (Tris-HCI pH 7,0, 400 mM de NaCl e 5%
de glicerol) e o acondicionamento em temperatura ambiente, as purificagfes por afinidade
apresentaram perfis cromatograficos estaveis (Figura 15) e resultados de eletroforese
empolgantes (Figura 16). Contudo, as amostras ndo podiam ser acondicionadas em gelo e

nem permanecerem proximas de sistemas de ar-condicionado, pois ainda precipitavam. Além
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disto, as amostras de SEPT6¢c também geraram dificuldades na purificacdo por exclusao
molecular com o risco de precipitar dentro das colunas (algo prejudicial a matriz e a resolucéo
das cromatografias seguintes, caso houvesse empacotamento da matriz de dextrano com
agarose) e com o resultado final das amostras coletadas que permaneciam com bastantes

contaminante proteicos (Figura 21.B).

2500
1 3
— 100
2000
80 _
3
2 1500 E:‘
é 60 2
(4]
£
£ 1000 3
BN 40 %
< —_
X
500 2 20
= mAU
0 0
0 30 60 20 120

Volume (mL)

Figura 15. Perfil cromatografico de SEPT6c em coluna de afinidade. Inje¢cdo da amostra com
ligagcdo da proteina de interesse e eluicdo de materiais ndo foram capturados — flow through (platé 1).
Em azul est4 apresentada a concentracdo de imidazol 500 mM e os picos obtidos com lavagem de 18%

(ombro 2) e eluigdo total com lavagem de 100% (pico 3).
11 1
— -

Figura 16. Eletroforese em gel SDS-PAGE da purificacdo de SEPT6c¢. Gel de poliacrilamida 15%

corado com azul de Coomassie. M: marcador de massa molecular. Amostras: I. sedimento celular ap6s
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expressdo (pellet), 11. lisado bruto, I11. sobrenadante da lise, 1. flow through, 2. elui¢do com 18% de imidazol,

3. eluicdo com 100% de imidazol.

As purificacbes das proteinas SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c ndo apresentaram o
mesmo impasse de precipitagio como SEPT6c, podendo ser purificadas e acondicionadas
tanto em temperatura ambiente quanto em gelo. O rendimento proteico de SEPT7c e
SEPT11c se apresentaram caracteristicos (Figuras 17 e 18), que ao serem realizadas lavagens
com 50 mM de imidazol para retirar contaminantes uma pequena fracdo das proteinas de
interesse se desprendiam da coluna. Quando houve saturacdo da coluna foi possivel notar a
eluicdo de parte da fragdo proteica no flow through (Figura 18). Contudo, ndo ocorreram
grandes perdas uma vez que foram recuperadas altas concentracBes das proteinas na eluicédo
com 500 mM de imidazol. J& as purificacdes de SEPT14c apresentaram rendimento mais
ponderado, sem perda de material no flow through e nem nas lavagens com 50 mM de
imidazol (Figura 19), ainda assim o rendimento foi suficiente para dar prosseguimento a

purificagdo por gel-filtragcdo e aos demais ensaios biofisicos.
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Figura 17. Purificacdo de SEPT7c em coluna de afinidade. (A) Perfil cromatografico com injecao
da amostra para ligacdo da proteina de interesse e eluicdo de materiais ndo foram capturados — flow
through (platé 1). Em azul esta apresentada a concentracdo de imidazol 500 mM e os picos obtidos
com lavagem de 10% (pico 2) e eluicdo total com lavagem de 100% (pico 3). (B) Eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. M: marcador de massa molecular. Amostras:
I. sedimento celular apds expressao (pellet), 1. lisado bruto, I11. sobrenadante da lise, 1. flow through,

2. eluigdo com 18% de imidazol, 3. eluicdo com 100% de imidazol.
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Figura 18. Purificacdo de SEPT11c em coluna de afinidade. (A) Perfil cromatografico com injecéo da
amostra para ligacdo da proteina de interesse e eluicdo de materiais ndo foram capturados — flow through
(platd 1). Em azul esta apresentada a concentragdo de imidazol 500 mM e os picos obtidos com lavagem
de 10% (pico 2) e eluicdo total com lavagem de 100% (pico 3). (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida
15% corado com azul de Coomassie. M: marcador de massa molecular. Amostras: I. lisado bruto, II.

sobrenadante da lise, 1. flow through, 2. eluicdo com 10% de imidazol, 3. eluigdo com 100% de imidazol.
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Figura 19. Purificacdo de SEPT14c em coluna de afinidade. (A) Perfil cromatografico com injecao
da amostra para ligagdo da proteina de interesse e eluicdo de materiais ndo foram capturados — flow
through (platé 1). Em azul esta apresentada a concentracdo de imidazol 500 mM e os picos obtidos
com lavagem de 10% (pico 2) e elui¢do total com lavagem de 100% (pico 3). (B) Eletroforese em gel
de poliacrilamida 15% corado com azul de Coomassie. M: marcador de massa molecular. Amostras: 1. lisado

bruto, 11. flow through, I11. eluicdo com 100% de imidazol.
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5.3.2. Purificacéo por cromatografia de exclusdo molecular

Ao seguir para as cromatografias de exclusdo molecular que, além de ter aumentar o
grau de pureza das amostras, também se esperava caracterizar os estados oligoméricos das
septinas. Os perfis de eluicdo das proteinas SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c se apresentaram
similares com picos proeminentes e caracteristicos, como indicados na Figura 20.
Esporadicamente a presenca de outros picos surgia além do void (dados ndo apresentados) na
purificacdo destas, mas estes ndo representavam sequer fragmentos proteicos quando
analisados em SDS-PAGE. Diferentemente das purificacdes de SEPT6¢ (Figura 20.A) que

frequentemente apresentavam 0s mesmos picos peculiares de contaminantes em seus perfis
cromatograficos.

A C
- 400
50 %
'
40- 300
=) =)
g 30- <
‘-’E -—E« 200+
£
g 20- g
7] mN
o o
< <C 100
R /\/—J
0 T T T T u T T T + r - T 0 T T N T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Volume (mL) Volume (mL)
D
800 “ 800 |
r'd
600 - 600 -
=2 =2
< <
E E
= 400 400
S 5
0 0
o o
<< 200 << 200+
04 0 T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Volume (mL) Volume (mL)

Figura 20. Purificacbes das constructes de septinas por excluséo molecular. Os perfis
cromatograficos foram obtidos utilizando coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg. As setas indicam o
apice dos picos referentes ao volume de elui¢do das proteinas de interesse. (A) Cromatograma de

SEPT6c. (B) Cromatograma de SEPT7c. (C) Cromatograma de SEPT11c. (D) Cromatograma de
SEPT14c.
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E interessante notar que, mesmo apds a separacdo destes picos de contaminantes e
com a coleta apenas da fracao proteica correspondente a SEPT6c¢, indicado na figura, ainda
assim a proteina precipitava e apresentava impurezas (Figura 21.A). A quantidade de
impurezas desta fracdo ficou ainda mais nitida quando o gel de SDS-PAGE foi corado num
protocolo mais sensivel para deteccdo de proteinas utilizando nitrato de prata (Figura 21.B).
Foi possivel quantificar a pureza das bandas apés fotodocumentar e analisar 0s geéis no
software ImageLab (Bio-Rad), onde a proteina SEPT6c foi observada com 67% de pureza
apos a SEC (Tabela 4). Mesmo assim as amostras de SEPT6¢ foram utilizadas neste projeto,
principalmente nos ensaios de cristalizagdo — tanto individualmente, quanto misturadas com
SEPT7c. Contudo, os melhores e mais confidveis resultados dos demais ensaios biofisicos
foram obtidos com as construcdes das demais septinas, que apresentaram indices de pureza
maiores que 90%.
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Figura 21. Eletroforese em gel SDS-PAGE Tris-Tricina 16% das septinas apds exclusdo molecular.
As fracdes sdo referentes aos picos indicados na Figura 20. M: Marcador de peso molecular. Amostras:
I. SEPT6c, Il. SEPT7c, Ill. SEPT11c, IV. SEPT14c. (A) Gel corado com azul de coomassie. (B) Gel
corado com nitrato de prata para maior sensibilidade na deteccdo das bandas de proteinas. Foi utilizado o

mesmo gel apresentado em A apds desimpregnar totalmente o corante azul coomassie.

Tabela 4 — Peso molecular e grau de pureza das fragdes purificadas ap6s SEC das construcdes de

septinas. *Peso molecular estimado pelo programa ProtParam (ExPASYy).

Proteina PM (kDa)* Pureza apds SEC
SEPT6C 9,37 67%
SEPT7c 9,39 98%
SEPT11c 7,58 93%

SEPT14c 6,53 96%




65

5.3.3. Calibracgéo da coluna de cromatografia de exclusdao molecular

Na tentativa de caracterizar as popula¢bes oligoméricas das amostras, a calibracdo da
coluna de exclusdo molecular foi a etapa inicial realizada (Figura 22). Pela calibracéo, as
estimativas dos pesos moleculares dos picos obtidos da SEC foram de 16,86 kDa para
SEPT6c e de 13,54 kDa para SEPT11c, o que caracteriza uma populacdo de dimeros em
ambas as amostras. J& o coeficiente de particdo obtido para SEPT7c indicou a presenca de
entidades com 28,72 kDa, caracterizando uma populagdo de tetrdmeros. Ja para SEPT14c a
estimativa do peso molecular de 10,56 kDa ndo possibilitou distinguir se a populacédo seria
monomeérica ou dimérica.

Mesmo utilizando uma coluna de exclusdo molecular de alta resolugéo, estes
resultados séo parcialmente condizentes com os esperados. Uma vez que, pela predigéo de
estruturas em coiled coil das construcbes, populacdes de homodimeros eram previstas
especialmente para SEPT7c — construcdo que apresentou bastante estabilidade e que seria
importante para a associacdo nos ensaios subsequentes para caracterizar heterodimeros.
InjecBes com concentragbes menores também foram realizadas, para avaliar se este fator
interferia nos valores dos coeficientes. Todavia, é sabido que uma das limitacGes da técnica
estd na utilizacdo de padrdes de proteinas globulares para a caracterizacdo do peso molecular
de proteinas fibrosas, que possuem coeficiente de particdo singular devido a sua conformacéo.
Pela dindmica destas proteinas em solucéo, seria mais adequado utilizar a técnica apenas para

calcular o raio de Stokes, por exemplo.
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Figura 22. Calibracéo da coluna de exclusdo molecular e estimativa dos pesos moleculares das
septinas. Coeficiente de parti¢do é em funcdo do logaritmo do peso molecular. A calibragdo realizada
na coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg com padrdes de pesos moleculares (representados em preto)

utilizados para o ajuste linear. Os circulos verdes representam as amostras septinas avaliadas.
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As mostras de septinas também foram submetidas a diferentes processos na tentativa
de melhor avaliar os estados oligoméricos e suas reorganizacfes através da SEC. Misturas
equimolares de SEPT7c com as parceiras SEPT6¢c, SEPT11c e SEPT14c foram aquecidas e
submetidas a agitacdo antes de serem injetadas na coluna de cromatografia. As amostras
também incubadas com ureia durante periodos de tempo curtos (30 min) e longos (overnight)
e com posterior didlise em filtros de centrifugacdo, a fim de que a desnaturacdo e o
reordenamento das estruturas em hélices apds a diélise permitisse a associagdo das septinas
nos dimeros esperados.

Estes processos foram realizados para que as septinas se dissociassem e reordenassem
em heterodimeros, visto que na literatura de septinas associacdo dos coiled coils ocorre
preferencialmente numa interacdo heterotopica com parametros cinéticos de associacdo
maiores do que em interagdes homodimeéricas (MARQUES, 2012; SALA, 2016). Contudo, a
técnica ndo foi suficiente para identificar a formacdo de heterodimeros nas amostras, que
seriam ideais até mesmo para os ensaios de cristalografia. O pequeno tamanho das
construcdes septinas originavam perfis cromatograficos semelhantes aos cromatogramas
originais, ndo permitindo diferenciar se os picos seriam de homo ou de heterodimeros (dados
ndo apresentados). Ao analisar as amostras por SDS-PAGE também ndo foi possivel
identificar a formacdo de dimeros, uma vez que a acdo desnaturante do SDS atua sob as
forcas de interacdo do core hidrofobico dos coiled coils. No entanto, esta situacdo foi
contornada com a utilizac&o de crosslinkers, abordada no tépico 5.6.

5.4. Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A analise do contetido de estrutura secundaria por dicroismo circular foi empregada
para avaliar a estabilidade e a conformacdo das amostras de septinas e mostrou que SEPT7c
era a construcdo com maior estabilidade. O espectro obtido em pH neutro, condicdo de
trabalho das proteinas, foi caracteristico de estrutura rica em a-hélice — um espectro de CD
tipico desta estrutura € caracterizado pelos minimos proximo a 208 nm e a 222 nm. Espectros
dicroicos semelhantes foram obtidos quando a amostra foi avaliada nos valores de pH 4 e 9
(Figura 23.A). A diferenca nos valores de elipticidade molar residual média em 208 nm e em
222 nm ficou mais nitida no pH 9 com incremento da elipticidade negativa, porém ndo causou
alteracbes conformacionais severas na estrutura da proteina. Mesmo com as pequenas

reorganizacbes moleculares nas hélices os espectros tipicos de estruturas em a-hélice
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condizem com o esperado e indicam que o microambiente do pH do tampédo poderia ser
explorado sem maiores receios.

Ja para as construgbes de SEPT1lc e SEPT14c mudancas conformacionais mais
significativas associadas ao pH do microambiente foram detectadas com a transi¢do de coiled
coils organizados para estruturas do tipo random-coil. Nos espectros obtidos nos valores de
pH 4 e 7, consideravelmente semelhantes em ambas as septinas (Figuras 23.B e 23.C),
mostraram perda de estabilidade conformacional com alteragédo do sinal dicroico da banda em
222 nm. Esta banda é proeminente em estruturas ricas em a-hélice, resultado que sugere a
presenca de estruturas desordenadas no conteldo das amostras. JA& em pH 4 foi notado o
ganho de estrutura para ambas as proteinas, com espectros dicroicos mais caracteristicos de
conformacdo em a-hélice. Este resultado do conteudo de estrutura secundéria mais ordenado
em pH acido também orientou as tentativas dos ensaios de cristalizagao.

As construcdes SEPT11c e SEPT14c, por serem menores foram mais suscetiveis a
alteracdes conformacionais dependentes de pH. O rearranjo das cadeias laterais dos residuos
de aminoécidos dos heptads em pH 4, ao ficarem menos expostos ao solvente, é
possivelmente o fator que promove a interagdo hidrofobica das proteinas, especialmente pelos
residuos hidrofébicos que se encontram nas posicbes a e d. O que propicia inferir a
conversao de mondmeros desestruturados em dimeros organizados em coiled coils. Isto fica
evidente ao observar a razdo da elipticidade molar residual média do sinal em 222 nm e 208
nm ([0]mre 222/[0]mre 208), que aproxima de 1 (Tabela 5). Em pH 7 SEPT7c obteve razéo de
0,949, enquanto que SEPT11c obteve 0,833 e SEPT14c obteve razdo de 0,847. Mesmo com a
caréncia de estudos profundos para sequéncias pequenas de proteinas helicoidais, esta
correlacdo entre os sinais obtidos quando > 1 é indicativo de coiled coils estaveis
(WALLIMANN, 2003). Nos demais valores pH, as razdes de SEPT11c e SEPT14c foram
menores que 0,7, indicando a presenca de hélices isoladas.

Os ensaios realizados com SEPT6c¢ (dados ndo apresentados) ndo possibilitaram
caracterizar o contetdo de estrutura secundaria das amostras. Ora devido as disparidades de
sinal, com bastante ruido mesmo apds a troca de trampéo Tris-HCI para fosfato de sodio; ora
pelos dados serem mascarados pela forte contribuicdo do sinal dicroico de SEPT7c, quando
ambas eram misturadas. Combinag6es de SEPT7c com SEPT11c e com SEPT14c foram lidas
em pH 7, nos quais a contribuicdo do sinal da primeira se sobrepds as demais, nao
possibilitando afirmar categoricamente que houve a associacdo destes em coiled coils

heterodimeéricos.
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Figura 23. Espectros de dicroismo circular das septinas em diferentes pH. Ensaios realizados a 25
°C. A elipticidade obtida foi convertida para elipticidade molar residual média. (A) SEPT7c a 0,08
mg/mL (8,5 uM). (B) SEPT11c a 0,15 mg/mL (20 uM). (C) SEPT14c a 0,08 mg/mL (12 uM).
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Tabela 5 — Elipticidade molar residual média das septinas nas bandas caracteristicas de a-hélice.

Valores obtidos dos espectros apresentados na Figura 23, no qual a elipticidade molar obtida foi convertida.

Proteina | PH | [Blvrexic 222 nM | [Blurex 10’ 208 nm [‘—(‘,’]1&”:5:11;3 ecenm

4,0 -21,794 -24,771 0,880
SEPTT7c 7,0 -23,111 -24,342 0,949

9,0 -25,438 -27,377 0,929

4,0 -15,098 -18,115 0,833
SEPT11c 7,0 -9,062 -13,636 0,665

9,0 -8,152 -13,034 0,626

4,0 -24,511 -28,922 0,847
SEPT14c 7,0 -11,351 -16,890 0,672

9,0 -13,364 -20,023 0,667

A estabilidade térmica das construcfes também foi analisada por dicroismo circular
nos trés valores de pH supracitados, variando a temperatura de 10 em 10 °C. Para SEPT7c, 0s
espectros obtidos apresentaram comportamento semelhante, porém em pH 7 o sinal dicroico
apresentou razdes 222 nm/208 nm em temperatura ambiente. Houve incremento da banda de
222 nm quando as amostras foram submetidas a temperaturas mais baixas nos trés pH. A
Figura 24.A mostra 0s espectros em pH 4 estaveis até 25 °C e é possivel notar a perda das
bandas em 208 e 222 nm devido as alteracGes conformacionais a partir de 35 °C. Assim como
visualizado em pH 4, o espectro coletado em 25°C ap06s o processo de desnaturacdo térmica
de SEPT7c mostra a volta das proteinas a sua conformacéao nativa, o que também ocorreu nas
leituras em pH 7 e 9. Mesmo sendo termossensiveis, estes coiled coils de septinas
apresentaram capacidade de renaturacdo sem apresentar agregacéo e precipitacao.

Em pH 4, as construgdes SEPT11lc e SEPT14c apresentaram estabilidade até a
temperatura ambiente (25 °C) e com o aumento gradativo o sinal da banda de 222 nm foi
reduzido até o desenovelamento das proteinas com espectro de estrutura desordenada a 75 °C
(Figuras 24.B e 24.C). E interessante notar que, ao tornar as amostras a temperatura
ambiente, estas proteinas também foram capazes de retornar a conformacdo helicoidal, com
incremento de sinal de SEPT11c, indicando reorganiza¢do numa estrutura mais organizada. Ja
em pH 7 e 9, as proteinas que ja apresentavam estrutura desordenada em temperatura
ambiente, perderam ainda mais elipticidade em 222 nm (dados ndo apresentados).
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Figura 24. Estabilidade térmica das septinas em pH 4 por dicroismo circular. Os espectros foram
obtidos de 5 °C a 75 °C, com intervalos de 10 °C. A elipticidade obtida foi convertida para
elipticidade molar residual média. (A) SEPT7c a 0,05 mg/mL (5,3 uM). (B) SEPT11c a 0,12 mg/mL
(16 uM). (C) SEPT14c a 0,08 pg/mL (3,7 uM).
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5.5. Cromatografia de Exclusdo Molecular acoplada a Espalhamento de Luz
Multiangular (SEC-MALYS)

Os ensaios de exclusdo molecular com monitoramento do espalhamento de luz
multiangular acoplado ao sistema foram realizados para tentar caracterizar melhor os estados
oligoméricos das construcbes de septinas em solucdo, uma vez que a técnica possibilita o
calculo das massas independente da estrutura que a proteina adquire em solucdo. A injecao
feita com SEPT7c detectou a presenca de 72,8% da amostra com espécies monoméricas com
peso molecular de 9,2 kDa (Figura 25). A aproximacdo do PM corrobora com o peso
molecular estimado teoricamente de 9,39 kDa e contrasta com peso molecular de 28,72 kDa
obtido pela calibracdo da coluna de alta resolucéo, feita com padrées globulares.

Observar que as espécies de SEPT7c estavam dispostas na forma de monémeros em
maioria, denota que a associacdo com as demais parceiras em heterodimeros poderia ser
favorecida mais rapidamente, uma vez que dispensaria a dissociacdo de tetrameros para
seguinte reorganizagdo com as demais proteinas. A perspectiva desta conformacdo
heterotipica é reflexo da formacdo de filamentos de septinas observados fisiologicamente,
com a seletividade de parceiros, onde a interacdo hidrofobica dos C-terminais em hétero

coiled coils auxiliariam na manutencédo da estabilidade destas estruturas (SALA et al., 2016).
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Figura 25. Perfil cromatografico de SEPT7c a 8 mg/mL obtido por SEC-MALS. A linha azul
representa a variacao do indice de refracdo (dRI), a linha rosa o espalhamento de luz (LS) e os pontos
pretos a massa molar de cada pico.

Na anélise de SEPT11c foi observada uma populacdo de 90,2% com peso molecular
de 6,3 kDa, predominando espécies monoméricas assim como visto com SEPT7c. A

caracterizacdo deste peso molecular se aproximaria de uma das unidades dos dimeros de
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13,54 kDa que foram estimados pela calibracdo da coluna de exclusdo molecular. Resultados
que salientam 0s impasses para caracterizar tais estruturas de septinas. No entanto, estes
resultados corroboram com os dados obtidos por CD, em que o sinal dicroico com menor
razdo entre as bandas 222 nm e 208 nm em pH neutro seria indicativo da presenca de hélices
Unicas. E, por sua vez, estes mondmeros livres facilitariam a associa¢do com a parceira para a

formacédo de estruturas heterotipicas com maior estabilidade.
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Figura 26. Perfil cromatogréfico de SEPT11c a 8 mg/mL obtido por SEC-MALS. A linha azul
representa a variacao do indice de refracdo (dRI), a linha rosa o espalhamento de luz (LS) e os pontos

pretos a massa molar de cada pico.

Ao misturar de forma equimolar as proteinas SEPT7c e SEPT11c numa concentracao
final de 8 mg/mL, a expetativa da identificacdo de heterodimeros culminou na identificagdo
na identificacdo de trés populagdes (Figura 27). Duas populacfes predominantes de 10 kDa
(20%) e 7,2 kDa (71%), indicando respectivamente SEPT7c e SEP11c, e uma populacdo em
menor concentragdo com peso molecular de 17,4 kDa (5,5%) — o que seria um indicio da
presenca do heterodimero de SEPT7¢c-SEPT11c. Para melhor validar este dado pela técnica de
SEC-MALS, seria importante a repeticdo dos ensaios variando as concentra¢es das misturas
até que se encontrasse um a condi¢do de equilibrio entre as populagdes de SPET7c e
SEPT11c que favorecesse a formacdo de heterodimeros. Contudo, o tempo de utilizagdo do
equipamento e a localizacdo do mesmo no IFSC/USP foram fatores limitantes para a

repeticdo e o aprimoramento dos ensaios.
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Figura 27. Perfil cromatografico de SEPT7c + SEPT11c a 8 mg/mL obtido por SEC-MALS.
Concentragdo final obtida por uma mistura equimolar das proteinas. A linha azul representa a variagdo
do indice de refragdo (dRI), a linha rosa o espalhamento de luz (LS) e os pontos pretos a massa molar

de cada pico.

Ja para SEPT14c os resultados obtidos ndo foram tdo assertivos, uma vez que
foram identificadas duas populagdes predominantes: uma de 5,4 kDa (31%) e outra 3,8 kDa
(64,7%), além de um populacdo de 59,7 kDa (5,5%) (Figura 28.A). Com peso molecular
tedrico estimado de 6,53 kDa, a calibracdo da coluna de exclusdo molecular estimou 10,56
kDa e também ndo permitiu caracterizar precisamente se a populacdo seria monomérica. E
interessante notar que, nestas mesmas condi¢fes, uma injecao feita com BSA (Figura 28.B)
para calibrar a coluna utilizada nos experimentos de SEC-MALS permitiu identificar uma
populacdo de 91,2% com peso molecular de 65,2 kDa. O peso molecular da amostra adquirida

comercialmente é de 66,5 kDa, assim o SEC-MALS apresentou erro de apenas 1,8%.
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Figura 28. Perfis cromatograficos de SEPT14c e da calibracdo com BSA. Ambas as proteinas
foram injetadas na concentracdo de 8 mg/mL. A linha azul representa a variacdo do indice de refracdo

(dRI), a linha rosa o espalhamento de luz (LS) e os pontos pretos a massa molar de cada pico.
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5.6. Crosslinking quimico

Os ensaios de crosslinking quimicos surgiram como uma alternativa para verificar a
presenca de dimeros nas amostras das construcdes de septinas. Mesmo em condicOes
desnaturantes, as amostras tratadas com crosslinkers podem ser facilmente visualizadas por
eletroforese em gel, pois estes agentes quimicos promovem a formacéo de ligagdes cruzadas
covalentes entre as proteinas que estejam interagindo as curtas distancias (a depender do
tamanho do bragco espacador que for utilizado). Nesta metodologia, a utilizagdo de SDS-
PAGE com Tris-Tricina viabiliza a melhor resolucdo das bandas de proteinas com menor
peso molecular. Numa triagem inicial dois crosslinkers foram testados (dados nao
apresentados), DSS (com brago espacador de 11,4 A) e EGS (com brago espacador de 16,1
A), sendo que para as construcdes de septinas deste projeto o composto EGS mostrou maior
habilidade para converter monémeros em gel desnaturante.

Ensaios para aprimorar a utilizacdo da técnica foram realizados até a identificacdo de
concentracdes adequadas para visualizacdo das bandas em gel de SDS-PAGE. Como resultado,
o crosslinking quimico permitiu a visualizacdo da conversdo de mondémeros de SEPT7c em
dimeros pela acdo do agente EGS. Na Figura 29 é possivel observar as duas primeiras amostras
de ambos os géis com a mesma concentracdo de SEPT7c, submetidas a mesma corrida de
eletroforese e coloragdo com azul de Coomassie simultaneamente com perfis diferentes. A
conversdo em homodimeros de SEPT7c é visualizada, porém é nitidamente mais percebida no
gel da Figura 29.A, com banda na altura aproximadamente 18 kDa.

A conversdo de SEPT11c para dimeros também ficou evidente (Figura 29.A), e de
forma mais discreta também foi possivel notar a conversdo de parte dos monémeros de
SEPT14c em arranjos dimeéricos (Figura 29. B). Sugere-se que o tamanho da sequéncia da
construcdo SEPT14c teve limitacdo para promover as ligagcbes cruzadas com o uso do
crosslinker EGS. Esta construcao apresenta 52 residuos de amino&cidos, destes 9 séo lisinas —
aminoacido que possui cadeia lateral com o grupo amina, onde o crosslinker se associa. E
possivel que mesmo SEPT14c estando organizada em coiled coil, o registro dos aminoacidos
ou orientacdo da hélices, paralela ou antiparalela, ndo tenham sido propicio para que o
reagente tivesse acesso as lisinas de forma a uni-las covalentemente. Outros fatores que
também podem ter contribuido seriam a concentracdo do crosslinker, o tempo e a temperatura
de incubacao das amostras.

A mistura equimolar de SEPT7c com SEPT11c resultou na observacdo de uma banda

intermediaria entre as bandas dos dimeros das duas proteinas, indicando a associacdo
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heterodimérica das duas septinas. A presenca da banda na altura de 17 kDa corrobora com as
analises de SEC-MALS, onde foi observada a presenca de populacGes com 17,4 kDa. Esta
banda intermediéria mostrou-se mais evidente na mistura equimolar na concentracdo de 25
MM, j& na mistura com concentracdo de 50 UM também é possivel notar a presenca de 3
bandas que se sobrepdem, prejudicando a resolucéo.

A banda do heterodimero SEPT7c-SEPT11c observada na concentracdo de 25 uM
sugere que esta conformacdo é orientada pelo equilibrio estequiométrico das amostras.
Equilibrio que é fisiologicamente importante para a correta selecdo dos monbémeros
conferindo estabilidade aos filamentos de septinas humanas. Ja as misturas equimolares de
SEPT7c com SEPT14c resultaram em possiveis bandas de heterodimeros que necessitariam

de outras analises, como espectrometria de massas, para validar a informacé&o.

A
EGS25mM (v (+) (=) (+) (-) (+) () (+)*
M 7 7 11 1M1 @D G+1D 7+11 T+
34 kDa
17 kDa
16 kDa
7 kDa
B
EGS2,5mM () (+) () (+) (-) (+) () (+)*
M 7 7 14 14 G+1dD @D 71+14 T+14

34 kDa

17 kDa

16 kDa

7 kDa

Figura 29. Crosslinking quimico em gel desnaturante. Gel SDS-PAGE Tris-Tricina 16% corado com
azul de Coomassie. Proteinas incubadas com o crosslinker Etileno Glicol Bis (EGS) a 2,5 mM durante
30 minutos em temperatura ambiente — a presenca do EGS é indicada pelo simbolo (+). A concentracdo
das proteinas foi de 50 uM, exceto as circuladas em azul que apresentaram concentracdo de 25 uM. M:
marcador de massa molecular. (A) Crosslinking entre SEPT7c e SEPT11c. (B) Crosslinking entre
SEPT7c e SEPT14c. *Amostra com EGS a 5 mM.
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5.7. Ultracentrifugacdo analitica — Velocidade de Sedimentacéo (SV-AUC)

A técnica de ultracentrifugacdo analitica foi utilizada para caracterizar os estados
oligoméricos das proteinas e os pardmetros hidrodindmicos em experimentos de velocidade
de sedimentacdo. Apos a realizacdo dos ensaios nas condi¢cdes definidas, os conjuntos de
dados obtidos foram analisados e ajustados individualmente conforme os parametros
hidrodinamicos teoricamente obtidos com o programa SEDNTERP para as construcfes de
septinas e para o tampdo utilizado conforme Tabela 6 e Tabela 7. A sequéncia de
aminoacidos da cadeia monomérica e a composicdo do tampdo foram utilizadas para obter
dados importantes como volume parcial especifico das construgdes de septinas, enquanto
proteinas fibrosas, e assim conhecer a flutuabilidade destas, que pode ser afetada pela
composicdo do tampao utilizado e das interacfes com a dgua na camada de solvatacdo (COLE
et al., 2008). Com estes parametros foi possivel ajustar os dados coletados das leituras de

sedimentacdo a equagdo de Lamm.

Tabela 6. Caracteristicas hidrodindmicas das construgdes de septinas.

Parametros SEPT7c SEPT11c SEPT14c
Var (ML/Q) 0,72214 0,734965 0,735839
Hidratacéo 0,513737 0,585827 0,555727

Tabela 7. Caracteristicas hidrodindmicas dos tampdes utilizados.

Tampéo Densidade — p (g/mL) Viscosidade — n (mPa.s)
Acetato de sodio 20 mM pH 4
+ NaCl 150 mM 1,0055 0,0102109
Tris-HCI pH 7 + NaCl 150 mM 1,0050 0,0102139

O perfil de sedimentagdo de SEPT7c € mostrado na Figura 30 em duas faixas de pH
analisadas, ilustrando a absorbancia versus a distancia radial da amostra na célula de quartzo
durante a 300 leituras coletadas na absorbancia Abszp nm. Os valores de pH foram
selecionados com base nos experimentos de CD, que indicaram ganho de estrutura para as
septinas parceiras em condicdes acidas. A partir destes foi possivel determinar a razdo
friccional (f/fy) de aproximadamente 1,6 em pH 4, que indica que a forma das moléculas
analisadas ndo corresponde a estruturas globulares, mas sim estruturas alongadas como no

caso de proteinas fibrosas. Contudo, em pH 7 a razao friccional obtida com valor aproximado
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de 1,2 indicando uma alteracdo na conformacdo das proteica dependente do pH. A figura
também apresenta os residuos que sdo fornecidos pelo programa SEDFIT e indicam a
qualidade do ajuste realizado, que pela distribuicdo uniforme das curvas experimentais

resultou num bom ajuste dos dados.
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Figura 30. Perfil da sedimentacdo continua de SEPT7c a 0,82 mg/mL. As curvas de sedimentacéo
foram monitoradas na absorbancia de 280 nm. O sinal é mostrado em relagdo ao raio da célula de
leitura. Os residuos do ajuste dos dados sdo ilustrados na parte inferior e indicam a qualidade dos
dados. (A) SEPT7c em pH 4,0. (B) SEPT7c em pH 7,0.

A andlise dos dados de SEPT7c em pH 4,0 resultou num pico discreto que indica uma
Unica populacdo (Figura 31). O coeficiente de sedimentacao obtido foi de 1,03 S e o raio de
Stokes de 2,28 nm. Ao corrigir o coeficiente de sedimentacdo para condi¢Ges padrdo Sigw
(agua a 20 °C) o programa conseguiu estimar o peso molecular de 9,73 kDa, corroborando
com o peso tedrico estimado de 9,23 kDa. Desta forma, nestas condi¢cdes as espécies de
SEPT7c estdo organizadas predominantemente em formas monoméricas, em consonancia
com os dados de dicroismo circular em pH 4.

Em contrapartida, em pH 7,0 as amostras de SEPT7c revelaram outros arranjos que
sdo visualizados na Figura 31, onde ilustra a presenca de dois picos com coeficientes de
sedimentacdo distintos do obtido em condigdes acidas. O primeiro pico resultou no
coeficiente de sedimentagdo 0,76 S e raio de Stokes 0,75 nm. J& o segundo pico, que
representa uma populacdo de 74% da amostra, resultou no coeficiente de sedimentacdo 1,64 S
e no raio de Stokes 1,82 nm. A estimativa dos pesos moleculares foi de 3,18 kDa e 16,93 kDa
para os picos 1 e 2, respectivamente. Estes dados indicam a predominancia de espécies de
SEPT7c organizadas na forma de dimeros.
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A partir destas analises é possivel identificar a correlacdo dos estados oligoméricos de
SEPT7c diretamente ligados ao pH do solvente em que se encontram as amostras. A
influéncia do microambiente em pH 7,0 sobre as cargas superficiais SEPT7c favoreceu a
interacdo dos residuos hidrofébicos nas posicoes a e d dos heptads e consequente organizacdo
das moléculas em coiled coils. Nesta conjuntura, a obtencdo de cristais em pH neutro para
estas construces do C-terminal da septina 7 seria 0 passo inicial para viabilizar a resolucao
de estrutura de homodimeros SEPT7c-SEPT7c para assim conhecermos o registro e a fase das
hélices. Assim, é pertinente considerar tanto o valor de pH quanto a concentracdo das
amostras para a realizacdo de outros experimentos em condicgdes diferentes, pois estes fatores

influenciam diretamente no padrdo de oligomerizacao destas proteinas.
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Figura 31. Distribui¢do continua do coeficiente de sedimentacdo de SEPT7c a 0,82 mg/mL. Os
dados dos coeficientes foram obtidos a partir dos perfis de sedimentacéo ilustrados na Figura 30. A
distribuicdo em pH 4,0 ¢é indicada em preto e em vermelho, a distribuicdo em pH 7,0.

Os dados obtidos com as analises de ultracentrifugacdo de SEPT1lc em pH 4,0
resultaram na razdo friccional de 1,552 coeficiente de sedimentacdo 0,902 S e peso molecular
estimado de 6,88 kDa. Quando dispostas em tampéo de pH 7,0, as amostras de SEPT11c
apresentaram razéo friccional de 1,516 coeficiente de sedimentagdo 0,977 S e peso molecular
estimado de 7,86 kDa, resultados que séo ilustrados nas Figuras 32 e 33. Os valores de razdo
friccional obtidos revelam que a estrutura das moléculas sedimentadas apresenta conformacéo
alongada, caracterizando a-hélices preditas para o dominio C-terminal das septinas humanas.

A presenca de apenas um pico na distribuicdo continua do coeficiente de sedimentacao
mostra que, nestas condicdes avaliadas, as espécies de SEPT1lc se comportam como

mondmeros de modo ndo dependente do valor de pH, uma vez que os pesos moleculares
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estimados se aproximam do PM teérico de 7,58 kDa. Segundo as analises em pH 7,0, esta
populacdo monomérica é predominante com 84%, enquanto que em pH 4,0 essa porcentagem
diminui para 55%. Resultados estes intrigantes, uma vez que o grau de confiabilidade dos
ajustes consideraram valores de RMSD inferiores a 0,007. E importante notar que outros
parametros, tais como temperatura e concentracdo, podem influenciar diretamente no
equilibrio estequiométrico do estado oligomérico observado e induzir a formacdo de

homodimeros — uma vez que estes foram demonstrados nos ensaios de crosslinking quimico.
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Figura 32. Perfil da sedimentacdo continua de SEPT1lc a 0,75 mg/mL. As curvas de
sedimentacdo foram monitoradas na absorbancia de 280 nm. O sinal é mostrado em relacdo ao raio da
célula de leitura. Os residuos do ajuste dos dados sdo ilustrados na parte inferior e indicam a qualidade
dos dados. (A) SEPT11c em pH 4,0. (B) SEPT11c em pH 7,0.
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Figura 33. Distribuicao continua do coeficiente de sedimentacdo de SEPT11c a 0,75 mg/mL. Os
dados dos coeficientes foram obtidos a partir dos perfis de sedimentacdo ilustrados na Figura 32. (A)
Distribuicéo do coeficiente em pH 4,0. (B) Distribuicdo do coeficiente em pH 7,0.
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Os resultados obtidos para SEPT14c destoaram consideravelmente do esperado
adversamente aos ensaios anteriores. Os ajustes e as analises da sedimentacdo das amostras
sdo mostrados na Figura 34, onde perfis de sedimentacdo diferenciados sdo facilmente
notados dos demais apresentados anteriormente e que salientam a resisténcia destas pequenas
moléculas de sedimentarem nas condicdes que foram submetidas. Em pH 4,0 foi obtida a
razdo friccional 1,332, sendo que o pico 1 apresentou coeficiente de sedimentacdo de 0,43 S e
peso molecular estimado de 1,84 kDa e o pico 2 apresentou coeficiente de sedimentagédo de
1,30 S e peso molecular estimado de 13,07 kDa — conforme ilustrado na Figura 35.A. O pico
2 coincide com arranjos diméricos de SEPT14c, considerando o peso tedrico da construcao
6,53 kDa. Contudo, o sinal deste pico correspondeu a apenas 6% da amostra, enquanto que o
pico 1 correspondeu a 37% das espécies detectadas pelos ajustes da técnica.

Em pH 7,0 a raz&o friccional foi de 1,238, coeficiente de sedimentacdo 0,50 S e peso
molecular 2,30 kDa. O Unico pico, que é ilustrado na Figura 35.B, foi descrito representar
78% da amostra. Considerando uma provavel instabilidade da construcdo de SEPT14c, que
ndo se mostrou plenamente apta a formar dimeros nos ensaios de crosslinking quimico, é
possivel que a presenca de regides desordenadas nestas proteinas ndo favoreceram a exatiddo
das analises nas condicOes testadas. A imprecisdo na estimativa do peso molecular da
possivelmente ocorreu devido a razdo friccional, um parametro essencial para o calculo de
massa, que € ajustada pelo SEDFIT como uma média de peso entre todas as moléculas em
solugédo (CHATON; HERR, 2015).
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Figura 34. Perfil da sedimentacdo continua de SEPT14c a 0,82 mg/mL. As curvas de
sedimentacdo foram monitoradas na absorbancia de 280 nm. O sinal & mostrado em relagdo ao raio da
célula de leitura. Os residuos do ajuste dos dados s&o ilustrados na parte inferior e indicam a qualidade
dos dados. (A) SEPT14c em pH 4,0. (B) SEPT14c em pH 7,0.
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Figura 35. Distribuicdo continua do coeficiente de sedimentacédo de SEPT14c a 0,82 mg/mL. Os
dados dos coeficientes foram obtidos a partir dos perfis de sedimentagdo ilustrados na Figura 34. (A)
Distribuicao do coeficiente em pH 4,0. (B) Distribuicdo do coeficiente em pH 7,0.

As amostras de SEPT6c foram conduzidas aos ensaios de ultracentrifugacdo analitica
em ensaios individualmente e em misturas equimolares com SEPT7c antes das técnicas de
eletroforese SDS-PAGE Tris-Tricina e da coloragdo com nitrato de prata serem realizadas.
Como as amostras de SEPT6c apresentaram grau de pureza de apenas 67%, 0S conjuntos de
dados apresentam qualidade questionavel. Para evitar resultados tendenciosos, os conjuntos

de dados nédo foram tratados.
5.8. Ensaios de cristalizacéo

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados apds a obtencdo de fracBes puras das
proteinas SEPT6c e SEPT7c. Logo apos a cromatografia de exclusdo molecular as amostras
foram concentradas e direcionadas para ensaios automatizados de cristalizacdo utilizando o
nanopipetador Mosquito®. Foram testados diversos kits comerciais de cristalizagéo, em
ensaios com diferentes concentracdes de proteina utilizando as septinas isoladas e em
misturas equimolares, para a formacéo de cristais de heterodimeros. A proteina SEPT7c foi a
que apresentou melhores resultados nos ensaios iniciais de cristalizagdo, em que se obtiveram
algumas condi¢Ges com micro cristais. Experimentos de difracdo de raios X foram realizados
em Sincrotron (LNLS), contudo ndo foram obtidos conjuntos de dados de resolu¢do maior

que 10 A, como ilustrado na Figura 36.
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Figura 36. Representacdo do padréo de difragio de cristal de SEPT7c com resolucédo a 10 A. Nos
experimentos de cristalografia, resolucdes menores (3 A ou 2 A) exibem melhor qualidade de
densidade eletrdnica, o que permite localizar os aminoécidos nas conformagdes adequadas para tentar

resolver a estrutura tridimensional da proteina.

Mesmo com as dificuldades de purificacdo e com a qualidade das amostras, ensaios de

cristalizacdo também foram realizados com SEPT6c e com misturas equimolares desta com

SEPT7c. No entanto, nenhum deles apresentou condi¢cdes promissoras de cristalizagdo.

Quando as microplacas de cristalizacdo foram observadas em lupa semanas ou meses depois,

as gotas se apresentavam liquidas ou com precipitados amorfos, conforme ilustrado nas

Figuras 37 e 38.

Figura 37. Gota com precipitado de
SEPT6c. A concentracdo da proteina
foi de aproximadamente 120 mg/mL.
Gota do ensaio de screening com a
solugdo com 20% (m/v) PEG 3.350 e
200 mM nitrato de sodio.

Figura 38. Gota com precipitado de
SEPT6¢c+SEPT7c. A concentracdo da
proteina foi de aproximadamente 34,5
mg/mL. Gota do ensaio de screening com a
solugdo com a 20% (m/v) PEG 8.000, 100
mM citrato fosfato de potassio e 200 mM
NaCl.

Uma alteragdo na metodologia para promover a formacdo de nucleos dos cristais e o

crescimento destes de forma mais lenta foi realizada. Em vez das microplacas serem
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acondicionadas em sala climatizada a 20 °C, novos ensaios de screening foram realizados e as
microplacas foram acondicionadas a 4 °C. Cristais de SEPT7c maiores foram observados apds
53 dias de acondicionamento, conforme apresentados na Figura 39. Esta metodologia de
cristalizacdo a baixa temperatura também foi empregada para os ensaios com SEPT7c e
SEPT11c, onde cristais foram observados em alguns pocos. Demonstrando a importancia da
temperatura no processo de cristalizacdo destas constru¢des. Contudo, quando as caixinhas
foram retiradas do resfriamento para serem inspecionadas em sala acondicionada a 20 °C, os
cristais se desfizeram em poucos minutos. Ao notar a perca dos cristais, as caixinhas foram
imediatamente realocadas no resfriamento a 4 °C, porém os cristais ndo foram detectados

novamente.

Figura 39. Cristais de SEPT7c visualizados ap6s 53 dias de acondicionamento a 4 °C. A
concentracdo da proteina foi de aproximadamente 51,08 mg/mL. Os ensaios de screening foram
realizados com as solugdes (A) PEG 4.000 22% (p/v), Tris 50 mM pH 8,5, Cloreto de sédio 500 mM;
(B) Hepes 0,1 M pH 7,5, PEG 6.000 10% (p/v), hexileno glicol 5% (v/v); (C) Hepes 0,1 M pH 7,5,
PEG 8.000 10% (p/v), Etileno glicol 8% (v/v).

Os ensaios de cristalizacdo de SEPT11c e de SEPT14c também foram realizados
utilizando kits comerciais. As condi¢des para a cristalizacdo foram triadas utilizando proteinas
recem-purificadas, assim como nos demais ensaios. Mesmo utilizando altas concentracdes de
proteinas, como 71 mg/mL para SEPT11c e 66 mg/mL para SEPT14c, praticamente nenhuma
das gotas apresentavam precipitados de imediato. As caixinhas de cristalizacdo foram
inspecionadas periodicamente e alguns cristais puderam ser observados apés
aproximadamente 1 més da confec¢do, como visualizados na Figura 40.

Ensaios com misturas equimolares das duas proteinas combinadas com SEPT7c
também foram realizados, porém ndo foram obtidos resultados promissores. Usualmente as
gotas apresentavam precipitados amorfos, nos quais a cristalizacdo ordenada das moléculas
ndo foi obtida. Estes resultados demonstram que as proteinas passavam da zona de
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insaturacdo para a zona de precipitacdo durante a difusdo de vapores dentro dos pogos,

conforme o diagrama de fases de cristalizacdo de proteinas (CHAYEN, 1998).

Figura 40. Cristais de SEPT11c e SEPT14c obtidos em acondicionamento a 20 °C. (A) Cristal de
SEPT11c em pH 4,0 a 66 mg/mL. Solucdo da gota: cloreto de s6dio 0,2 M, acetato de sodio 0,1 pH
5,0, PEG 6000 20% (m/v). (B) Cristal de SEPT14c em pH 4,0 a 16,57 mg/mL. Solucéo da gota:
acetato de magnésio 0,1 M pH 5,6, citrato de sodio 0,1 M, PEG 10.000 8% (m/v). (C) Cristal de
SEPT14c em pH 4,0 a 16,57 mg/mL. Solucdo da gota: acetato de sodio 0,1 M pH 4,6 e cloreto de
sodio 1,5 M.

Nenhum dos possiveis cristais de SEPT11c e de SEPT14c puderam ser submetidos a
difracdo de raios-X no LNLS para avaliar a qualidade dos cristais, uma vez que as linhas de
luz do LNL ndo estavam mais disponiveis para utilizacdo dos usuarios. A fonte de luz
sincrotron UV X teve sua operacdo encerrada com a promessa da nova fonte de luz sincrotron
do Brasil, o Sirius, seja inaugurada em meados de 2020. Mesmo assim ensaios de difracdo de
raios-X foram realizados em difratbmetro in house, na prépria Universidade de Brasilia
(Figura 41). Inameros cristais foram submetidos a difracdo de raios-X, sendo que nenhum
deles apresentou padrbes de difragdo caracteristicos de proteina, sendo apenas compostos por
sal — padr@es com poucos pontos de difracdo e de qualidade ruim, média-alta resolucéo.

Para explorar um numero ainda maior de condicGes de cristalizacdo, diferentes Kits
comerciais foram testados em experimentos realizados no Instituto de Fisica de Sao Carlos, da
Universidade de Sdo Paulo. A colaboracdo com o maior grupo de septindlogos do pais
possibilitou ensaios com as constru¢ées SEPT7c, SEPT1l1c, SEPT7c+ SEPT11c e SEPT14c.
Algumas das caixinhas confeccionadas apresentaram gotas com precipitados logo apds a
confeccdo e foram acondicionadas em sala climatizada a 18 °C e também sobre refrigeracdo a
4 °C. Durante o periodo de aproximadamente 1 més (entre junho e julho de 2019) que o
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presente autor deste permaneceu no IFSC/USP, nenhum cristal foi detectado. Meses depois,

apos contatar alguns colaboradores no Instituto, nenhum cristal havia sido identificado.

Figura 41. Representacdo dos ensaios de difracdo de raios-X realizados na UnB. A imagem foi
capturada durante emissdo de raios-X sobre possiveis cristais de proteina para avaliar a qualidade de

difracdo dos mesmos. Experimento realizado utilizando difratdmetro D8 Venture (Brucker).
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6. CONCLUSOES

Compreender os mecanismos envolvidos na seletividade e na organizagéo de septinas
humanas de diferentes grupos é uma etapa fundamental para melhor caracterizar estas
proteinas recém-classificadas como componentes do citoesqueleto. Formando filamentos e
outras estruturas com alto grau de organizacdo, estas proteinas mostram sua importancia nos
processos de divisdo celular e com diversas patologias, no entanto pouco se conhece sobre
estes mecanismos. Desta forma, a selecdo das regifes C-terminais para a determinacao
estrutural permitiria preencher uma das instigantes lacunas da literatura de septinas.

Obtivemos sucesso em expressar 4 construgdes de septinas na forma soltvel: SEPT6c,
SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c. Dificuldades foram encontradas para manter a estabilidade de
SEPT6c durantes os ensaio de purificacdo, o que levou a avaliacdo de outras metodologias,
fazendo triagem de condicGes de tampédo e expressao em diferentes cepas de E. coli. Mesmo
com estes impasses, tivemos éxito na purificagdo das demais construcdes, 0 que permitiu a
realizacdo de diferentes ensaios biofisicos para caracterizar essas proteinas.

Sobre o0s ensaios de caracterizacdo da formacéo de heterodimeros foi possivel concluir
que a técnica de cromatografia de exclusdo molecular, mesmo utilizando uma coluna de alta
resolugéo, ndo foi suficiente para caracterizar as amostras deste projeto. Amostras individuais
e combinadas das septinas, em concentra¢des equimolares foram analisadas, contudo os picos
e pesos moleculares obtidos pela calibracdo ndo foram precisos. Isto provavelmente ocorreu
devido a conformacdo alongada das construcdes utilizadas neste projeto, esta conformacao
diverge dos padrdes utilizados para a calibracdo (que séo proteinas globulares) e podem ter
gerado resultados imprecisos.

Com os ensaios de dicroismo circular foi possivel constatar que as construcGes
apresentam maior tendéncia a adotar uma conformacéo helicoidal a baixos pHs. Ensaios de
estabilidade térmica ndo permitiram a caracterizardo dos parametros termodinamicos para as
construcdes, visto que as proteinas prontamente perdiam a conformacdo nativa quando
submetidas ao aumento de temperatura.

As amostras de septinas submetidas a ensaios de cromatografia de exclusdo molecular
acoplada a espalhamento de luz multiangular revelaram popula¢fes monoméricas de SEPT7C
e SEPT11c, e também indicios da formacdo de heterodimeros entre estes. Enquanto que 0s

amostras de SEPT14c mostraram resultados imprecisos.
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Com o auxilio de crosslinkers quimicos foi possivel concluir que as amostras de
SEPT7c, SEPT11c e SEPT14c apresentavam espécies organizadas em homodimeros (em
menor quantidade para SEPT14c). Tambem foi evidenciada a formag&o de heterodimeros de
SEPT7c¢c+SEPT11c, mostrando a habilidade das construgdes de se organizarem hétero coiled
coils que poderiam ser revelados também nos estudos de cristalografia.

Pelos estados oligoméricos observados por ultracentrifugacdo analitica concluiu-se
que o pH influencia no equilibrio entre espécies monoméricas e diméricas de SEPT7c, nas
condicdes testadas. Enquanto para a construcdo de SEPT11lc foram identificados apenas
mondmeros, resultados sem muita precisdo foram observados para SEPT14c.

Diversos ensaios de cristalizacdo foram realizados com amostras individualmente e
combinando SEPT7c com as demais construgdes deste estudo, até mesmo com amostras de
SEPT6c. Nas condicdes testadas, muitas gotas limpidas foram observadas e outras com
precipitados amorfos. Microcristais também foram identificados em algumas condicdes e
estes serviram como bases para alguns ensaios de refinamento para explorar 0 espaco
amostral das condicGes de cristalizagdo, entretanto os cristais obtidos ndo resultaram em
padrdes de difracdo com qualidade suficiente para processar os dados e resolver as estruturas
cristalograficas. Muitos dos cristais obtidos ndo apresentaram padrGes de difracdo

caracteristicos de proteina.

7. PERSPECTIVAS

Para continuar investigando os dominios C-terminais estudados neste projeto, seria
necessario realizar mais ensaios de cristalizagdo com a utilizacdo de outros kits comerciais,
explorando mais condi¢Ges. Outras construcdes destas mesmas septinas podem ser
consideradas, adicionando ou reduzindo residuos que talvez promovessem maior estabilidade
aos coiled coils, assim como também alterar a tag de purificagdo ou até mesmo o sistema de
expressao. Além disto, avaliar o equilibrio dos estados oligoméricos em outras faixas de pH,
temperaturas e concentrag0es aumentaria 0 conhecimento sobre o comportamento destas

construcdes, para assim determinar melhores parametros para os ensaios de cristalizacao.
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\,
\ \\§ 64" Annual Meeting of the Biophysical Society
< February 15-19, 2020 = San Diego, California
“BIOPHYSICAL ANALYSIS OF THE C-TERMINAL DOMAINS OF
HUMAN SEPTIN 7, 11 AND 14”
Conceicdo, W. V. O.' *; Garay, A. V.*; Cavini. I. A% Souza, A. A'; Sala, F. A’ Freitas, S. M.%;

Garratt, R. C.%; Valadares, N. F.! *

"Molecular Biophysics Laboratory, Cell Biology Department, University of Brasilia, Brasilia-DF, Brazil; Sao

Blophysical docicty

—

Carlos Institute of Physics, University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.

Septins are cytoskeleton components that form heterofilaments and play an important role in
the final stages of cell division. Initially identified in yeast, septins are also present in other
eukaryotes, with plants being a notable exception. Septins are associated with human
pathological conditions like leukemia, Parkinson's and Alzheimer's disease. Most septins
present three characteristic domains, an N-terminal domain, a central guanine nucleotide
binding domain and C-terminal domain predicted to form a coiled coil whose role in filament
assembly is poorly understood. Although limited studies highlight their importance in
filament formation, currently there is no deposited septin C-terminal domain crystal structure.
Here we present the heterologous expression and subsequently purification of the C-terminal
domains of human septins 7, 11 and 14. Circular dichroism spectroscopy shows that SEPT11c
and SEPT14c only display high helical content at pH 4, while SEPT7c adopts helical
conformation at pHs 4, 7 and 9. In these conditions, the dichroic ratio of 222 nm/208 nm
(closer to 1) suggests that these proteins are present as coiled coils. Chemical crosslinking
assays were employed to corroborate the CD data, revealing that SEPT7c, SEPT11c and
SEPT14c form dimers in solution, and that an equimolar mixture of SEPT7c-SEPT11c forms
heterodimers. In agreement with these data, SEC-MALS analysis revealed the presence of
SEPT7c dimers and SEPT7c-SEPT11c heterodimers, while monomeric populations were
observed for all septin samples. Automated crystallization assays employing pure septin
samples as well as SEPT7c together with SEPT11c and SEPT14c were performed exploring
hundreds of conditions. Some conditions yielded crystals and the chemical space around these
conditions are being explored. The crystals were subject to X-ray diffraction using an in
house D8 Venture diffractometer yielding low resolution datasets. Using this information
more crystallization assays are being developed.
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