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RESUMO

MACEDO, J.N.A. Estudos estruturais e funcionais de septinas humanas: a liga¢éao e
hidrdlise de GTP por SEPT3 e a busca de parceiros funcionais de SEPT1, SEPT5 e
SEPT7. 2010. 160p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de
Sé&o Paulo, Séo Carlos, 2010.

Septinas sdo proteinas que pertencem a super familia das GTPases e que foram inicialmente
identificadas em Saccharomyces cerevisae, mas logo em seguida, também em eucariotos
superiores, exceto em plantas. Estas proteinas estdo envolvidas em uma variedade de
processos celulares tais como segregacdo de cromossomos, polaridade celular, dindmica da
membrana, trafego de vesiculas, exocitose, apoptose, entre outros. Mutagdes ou alteracbes no
padrdo de expressdo de septinas sdo associadas com varios canceres e doencas neuroldgicas.
Objetivando contribuir com informacdes funcionais sobre tais proteinas, as septinas humanas
1, 5 e 7 foram usadas como iscas em ensaios de duplo hibrido em leveduras visando a
identificacdo de seus parceiros protéicos. ApOs a varredura de bibliotecas de cDNA de
leuctcitos e cérebro fetal humano, os parceiros protéicos predominantemente encontrados
foram outras septinas de grupos diferentes aos das iscas. As interagdes septina-septina
envolveram o dominio de ligacdo a GTP. Ainda, outros parceiros, diferentes de septinas,
foram também identificados nas bibliotecas e estes se mostraram funcionalmente relacionados
a endocitose, a regulacdo da atividade de GTPases, ao trafego intracelular, aos ciclos de
sumoilacdo, & manutencdo da placa metafasica e & maturacdo do centrossomo. Algumas
destas funcdes sdo inéditas e foram pela primeira vez relacionadas as septinas. Este trabalho
também esteve voltado & caracterizacdo biofisica das septinas 3 e 5 (SEPT3 e SEPT5). Muitos
protocolos diferentes foram desenvolvidos na tentativa de obter amostras homogéneas de
SEPT5, mas ndo foram bem sucedidos. Por outro lado, SEPT3 recombinante, destituida do
dominio amino-terminal (SEPT3GC) foi eficientemente produzida em E. coli. O estado
monomérico de SEPT3GC em solugdo foi confirmado por cromatografia de excluséo
molecular e espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS). SEPT3GC mostrou-se ativa e
capaz de hidrolizar GTP in vitro. A afinidade de SEPT3GC por GTPyS e GDP foi avaliada
por calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC), sendo que o Kp de SEPT3GC para GTPyS foi
de 5,43 UM e a ligagdo para este nucleotideo foi dependente de Mg**. A ligagcdo para GDP
ndo foi detectavel. Agregados de SEPT3GC induzidos por temperatura foram capazes de ligar
a sonda fluorescente tioflavina-T, sugerindo uma natureza amil6ide para tais estruturas.

Palavras-chave: Septinas. Atividade GTPasica. Sistema do duplo hibrido em leveduras.






ABSTRACT

MACEDO, J.N.A. Functional and structural studies of human septins: GTP hydrolyse
and binding, and screening of functional partners to SEPT1, SEPT5 e SEPT7. 2010.
160p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo
Carlos, 2010.

Septins are proteins that belong to the superfamily of GTPases, which were initially identified
in Saccharomyces cerevisiae, and then in higher eukaryotes, except plants. These proteins are
involved in a variety of cellular processes such as chromosome segregation, cell polarity,
membrane dynamics, vesicle trafficking, exocytosis, apoptosis, among others. Mutations or
changes in the expression of septins have been associated with various cancers and
neurological diseases. Aiming to provide functional information about these proteins, the
human septins 1, 5 and 7 were used as baits in yeast two-hybrid assay in order to identify their
protein partners. After screening cDNA libraries from human leukocytes and fetal brain, the
protein partners predominantly found were septins from others groups. The septin-septin
interactions involved the GTP binding domain. Others non-septins interactors have also been
identified in the libraries and were functionally related to endocytosis, the regulation of the
GTPase activity, intracellular trafficking, sumoylation, maintenance of metaphase plate and
centrosome maturation. Some of these functions are new and were related to the septins for
the first time. This work also focused on the biophysical characterization of the septins 3 and
5 (SEPT3 and SEPT5). Many different protocols were developed aiming to obtain
homogeneous samples of SEPT5, but were not successful. On the other hand, recombinant
SEPT3, without the amino-terminal domain (SEPT3GC), was produced in a homogeneous
form in E. coli. SEPT3GC is monomeric in solution as confirmed by size exclusion
chromatography and small-angle X-ray scattering (SAXS). Also, SEPT3GC has shown to be
active and able to hydrolyze GTP in vitro. The SEPT3GC affinity by GTPyS and GDP were
evaluated by isothermal titration calorimetry (ITC). The Kp for GTPyS was about 5,43 uM
and it was observed to be Mg?* dependent. The binding to GDP was not detectable. SEPT3GC
aggregates induced by temperature were able to bind the thioflavin-T fluorescent probe,
suggesting an amyloid nature for such structures.

Keywords: Septins. GTPase activity. Yeast two hybrid system.
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1 INTRODUCAO

1.1 Septinas em Saccharomyces cerevisae: o inicio

Em 1971, Hartweel realizando varredura genética em mutantes de Saccharomyces
cerevisae sensiveis a temperatura e que apresentavam deficiéncia em completar o ciclo
celular, isolou quatro mutantes no processo de septacdo durante o brotamento da levedura,
dando assim, inicio a histéria das septinas (1-3). Estes mutantes possuiam mutacgdes nos genes
CDC3 ou CDC10 ou CDC11 ou CDC12 e néo apresentavam as estruturas filamentosas de 10
nm, presentes no septo que separa a célula-mée da célula-filha, identificadas por Byers e
Goetsch, através de microscopia eletrdnica (4). Mais tarde, em células selvagens, os produtos
destes genes foram identificados por imunofluorescéncia nas estruturas filamentosas de 10
nm, formando um colar de proteinas no septo e promovendo a separacdo das células-mée e
filha (Figura 1) (5-9).

Figura 1 - Localizacdo das septinas no ciclo celular de Saccharomyces cerevisae, visualizado por
microscopia de fluorescéncia. Nos estagios finais da etapa G1 as cinco septinas formam um anel
que circula o sitio de brotamento indicando que a célula sofrera divisdo celular. Com a formagao
do broto o anel de septina organiza-se saindo da forma plana para uma forma cilindrica (ou
ampulheta) e finalmente se separa em dois anéis planos nas etapas finais do ciclo, ocorrendo a
separacdo da célula-mae e célula-filha. Figura adaptada da referéncia 9.

Experimentos de purificacdo das quatro proteinas nativas por cromatografia de imuno
afinidade, sugerem que CDC3, CDC10, CDC11 e CDC12 s&o os principais componentes
destes filamentos de 10 nm (10-12). O complexo destas septinas foi capaz de formar
estruturas filamentosas in vitro que possuem massa molecular aparente consistente com a

estequiometria de 2:2:2:2, e os filamentos possuem um didmetro na faixa de 7 a 9 nm com
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tamanho variando entre 32 — 100 nm. Além das quatro septinas ja citadas uma quinta esta
presente neste complexo, Shs1/Sept7. A coexpressao de CDC3, CDC10, CDC11 e CDC12 em
celulas de Escherichia coli, resultou na purificacdo de um complexo protéico que também foi
capaz de se automontar em filamentos similares aos observados para as proteinas nativas. Este
filamento correspondeu a um octdmero em que as proteinas encontravam-se dispostas da
seguinte maneira CDC11-CDC12-CDC3-CDC10-CDC10-CDC3-CDC12-CDC11 (13-16).
Em células de leveduras mitéticas, varias funcbes sdo atribuidas a CDC3, CDC10, CDC11,
CDC12 e Shs1/Sept7 entre elas: o anel protéico por elas formado serviria como um andaime
para muitas proteinas envolvidas na selecdo do sitio de brotamento, na determinacdo e
manutencgdo da polaridade celular, na deposicdo de quitina e na citocinese, além de formarem
uma barreira que separa as proteinas de membrana da célula-mae e da célula-filha (16, 17).
Saccharomyces possui mais duas septinas Spr23 e Spr28, especificas de células meibticas,
totalizando assim sete septinas (18, 19). O nome septina faz alusdo a participacdo destas

proteinas na citocinese e formacéo do septo em leveduras.

1.2 Septinas em outros organismos

As septinas pertencem a uma grande familia de proteinas que conservam um dominio

de ligagdo a nucleotideo de guanina. Além de S. cerevisae, estas proteinas ja foram
identificadas em varios eucariotos superiores, embora estejam ausentes em plantas.
Septinas foram identificadas em outros fungos como Schizosaccharomyces pombe, Candida
albicans e Aspergillus nidulans, os quais possuem em comum com S. cerevisae a formagéo do
anel de septinas, mas apresentam grandes divergéncias na morfologia e na forma de
reproducdo. Estas divergéncias abrem um grande campo de aprendizado sobre as septinas em
relacdo a funcdo dessas proteinas no processo de fissdo em S. pombe, na formacdo de
clamiddsporos em C. albicans e de conidios em A. nidulans (8, 20). S.pombe e C. albicans
possuem 7 septinas como S. cerevisae, ja A. nidulans possui somente 5 septinas.

Em 1994, foi descoberta a primeira septina em eucariotos superiores por Neufeld e
Rubin, quando identificaram em Drosophila melanogaster a proteina Pnut, que inicialmente
localizava-se no cortex celular na intérfase e deslocava-se para o sulco de clivagem durante a
anafase (21). Eles observaram também, que mutac¢Ges no gene Pnut bloqueavam a citocinese
resultando no fendtipo de letalidade com células multinucleadas. Um complexo de septinas
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purificada de embrides de Drosophila foi composto pelas septinas Pnut, SEP2 e SEP1, com a
estequiometria de 1:1:1. Este complexo formou filamentos in vitro com didmetro de 7 — 9 nm
e tamanho varidvel com periodicidade de 26 nm; que ligava e hidrolisava GTP (22). A
atividade GTPase foi caracterizada pela rapida conversdo GTP-GDP, mas por baixa taxa de
troca de nucleotideos. Além das trés septinas ja citadas, Drosophila possui mais outras duas,
SEP4 e SEPS.

Dos organismos cujo genoma foi completamente seqiienciado, 0 que possui 0 menor
namero de septinas é o nematdide Caenorhabditis elegans, com apenas duas septinas, UNC-
59 e UNC-61. Mutantes de C. elegans mostraram que estes genes parecem ser dispensaveis
para a citocinese durante a embriogénese, mas alteragdes na morfogénese pds-embriogénese
foram observadas, como extrusdo da gonada, defeitos na postura dos ovos, deformidades nos
neurdnios sensoriais e na cauda dos machos (23, 24). UNC-59 e UNC-61 representam um
modelo com o minimo de subunidades de septinas e cuja funcdo é totalmente dependente de
ambas as unidades, pois mutacdo em qualquer dos genes gera as alteragdes supracitadas. A
coexpressdo de UNC-59 e UNC61 resultou na purificagdo de uma mistura de heterodimeros e
heterotetrameros (UNC-59-UNC-61-UNC-61-UNC-59), os quais possuem quantidades
equimolares de cada septina e ndo apresentaram nucleotideos ligados (25). O heterotetramero
possui um arranjo linear com diametro similar ao observado para os filamentos de S.
cerevisae, mas estruturalmente ndo tdo organizado. O filamento formado por UNC-59 e
UNC-61 é apolar e os dominios carboxi-terminal das septinas estdo estendidos lateralmente

para fora do core tetramérico.

1.3 Septinas humanas

As septinas ja foram identificadas em alguns mamiferos como Mus musculus, Rattus
norvegicus e Homo sapiens (8). O nimero de septinas em humanos é 14, podendo ser maior
devido a existéncia de splicing alternativo, que pode aumentar consideravelmente o namero
de isoformas expressas, algumas das quais sdo tecido-especifica (26, 27). No caso da septina
9, hé sete transcritos e seis isoformas. Houve um consenso para uniformizar a nomenclatura
de septinas para mamiferos, de acordo com a Human Genome Organization (HUGO) e Mouse
Genomic Nomenclature (MGN), pois até entdo era muito diversificada (28, 29). Algumas

septinas chegaram a ter sete nomes alternativos. De acordo com a nova regra, o produto
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génico de cada septina humana recebeu a nomenclatura SEPT1 - SEPT14 e os respectivos
genes receberam 0 mesmo nome, em italico. Para as isoformas, adicionou-se a letra v e o
namero da isoforma.

As quatorze septinas humanas sdo caracterizadas por homologia de sequéncia e
composi¢do de dominios, possuem entre 330 a 500 residuos de aminoacidos e sdo
classificadas em quatro grupos quanto a similaridade de sequéncia primaria nos dominios
carboxi-terminal (Figura 2). SEPT14, a mais nova integrante desta familia foi enquadrada no
grupo Il por meio de analises in silico de modelagem que prediz um dominio carboxi-terminal

coiled-coil caracteristico deste grupo, e pela alta similaridade seqiiencial com SEPT10 (30).

A Regido
polibasica
(Amino-icrminal SRR
Dominio GTPase
B Amino-terminal Dominio GTPase Carboxi- terminal
Grupo |
SEP T3 —_—
SEP T9 &
SEP T12 B T —————————————— |
Grupo i
SEP T6 — N F F EEEEEEETED
SEP T8
SEP T10 —— S P I P I T I FTT P
SEP T11  ————————maee =TT TR
Grupo il
SEP T1 . aururararararar]
SEP T2 e Ceeruarararars]
SEP T4 L sewesacecss)
SEP T5 )
Grupo IV
SEP T7 —_—
SEPT13 —_—_— e ——

Figura 2 - Classificacéo e organizacéo estrutural das septinas humanas. Em A, Organizagdo dos dominios
estruturais das septinas, em azul o dominio amino-terminal bastante variavel entre as septinas; em
amarelo o dominio GTPase que é 0 mais conservado entre as septinas e em verde o dominio carboxi-
terminal que também é chamado de dominio coiled-coil. Destacado em vermelho estd a regido
polibasica; G1,G2 e G3 sdo motivos presentes em GTPases. Em B, classificacdo das septinas em
quatro grupos, baseados na simililaridade da sequencia priméaria no dominio carboxi-terminal.
Figura adaptada da referéncia (31).
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Todas as septinas compartilham de trés dominios: um dominio central de ligacdo a
GTP (G) e os dominios flanqueadores amino-terminal (N) e carboxi-terminal (C). Entre o
dominio amino-terminal e 0 GTPase geralmente ha uma pequena regido polibasica que
diferencia-se entre as septinas quanto a basicidade, sendo que no grupo Il estdo o0s
representantes que apresentam menor basicidade. Acredita-se que este dominio pode conferir
associagdo com membranas celulares visto que, a SEPT4 foi capaz de ligar-se
especificamente aos fosfolipideos de membrana, fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato [P1(4,5)P2] e
fosfatidilinositol (3, 4, 5) trifosfato [PI(3, 4, 5)P3], porém esta interacdo foi abolida quando a
regido polibasica foi mutada (32).

O dominio amino-terminal, assim como o dominio carboxi-terminal, s&o os que mais
divergem quanto a composi¢do de aminoacidos e tamanho. O primeiro varia de poucos
residuos de aminoacidos em SEPT1 e SEPT7 (10 e 16, respectivamente) chegando a quase
300 em SEPT4, SEPT8 e SEPTO (33).

O dominio carboxi-terminal, na maioria das septinas, possui uma regido predita de o-
hélice coiled-coil, exceto nas septinas do grupo I, que possuem um curtissimo dominio
carboxi-terminal. J& as septinas 6, 8, 10 e 11 (grupo Il) possuem um extenso coiled-coil em
contraste com as septinas do grupo 11l (1, 2, 4 e 5) que possuem uma pequena regido predita
coiled-coil. Dentro dos grupos esta regido possui consideravel homologia, mas entre 0s
grupos ndo (33, 34). O dominio coiled-coil pode estar envolvido na interacdo proteina-
proteina como é observado para outras proteinas.

Entre os dominios das septinas, o dominio de ligacdo a GTP é o mais conservado com
um minimo de 75% de similaridade entre septinas da mesma espécie (35). Este dominio
possui 0s motivos GTPase G1, G3 e G4 encontrados nos membros da superfamilia das P-loop
GTPases. Estes motivos nas septinas estdo mais relacionados aos das Ras GTPases do que de
outros membros da superfamilia das GTPases. O motivo G1 definido pelo consenso
GxxxxGK[S/T] é bem conservado sendo o consenso para as septinas GESGLGKSTLINTLF
(em negrito e sublinhado os residuos totalmente conservado). G1 forma um loop flexivel que
interage com o grupo fosfato dos nucleotideos. O motivo G3 (DxxG) é moderadamente
conservado sendo o consenso entre as septinas DTPG. Esta regido liga a Mg** e pode
interagir com os fosfatos p e Y do GTP. O motivo G4 (XKxD) que é completamente
conservado em septinas e tem como equivalente AKAD, esta relacionado com a
especificidade de ligacdo a GTP (36-41). Os motivos G2 e G5 néo estdo presentes em septinas
como ocorre com outras P-loop GTPases.
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Um dos maiores mistérios sobre estas proteinas € o papel da ligacdo a nucleotideo e
hidrélise na fungdo das septinas. A influéncia dos nucleotideos de guanina para a ligacdo de
SEPT4 com fosfolipideos de membrana foi analisada, e observou-se que esta associa¢do é
influenciada pelo nucleotideo na qual a septina esta ligada (32). Sumarizando os resultados
obtidos por Zhang e colaboradores, a associacdo de SEPT4 a membrana foi favorecida pelo
estado conformacional de SEPT4 ligada a GDP; e a hidrélise de GTP resultou em acentuada
dissociacdo da membrana. Estes resultados indicam que a ligagdo ao nucleotideo pode
modular a associacdo de septina & membrana, implicando que esta possa ser uma relacdo
funcional.

Apesar dos poucos trabalhos que exploram a importancia do nucleotideo na fungédo da
septina, um possivel modelo é observado nas interacGes de SEPT2 com o transportador de
glutamato em astrocitos, GLAST, e de SEPT5 com sintaxina (proteina SNARE). Neste
modelo a ligacdo ou hidrolise de GTP pode regular interacdes de septinas com outras
proteinas e desta forma regular a fungcdo do parceiro protéico (42). SEPT2 interage com
GLAST de uma forma dependente de GDP e a expressé@o de um mutante de SEPT2 incapaz
de ligar a nucleotideo reduziu a atividade de absorcéo de glutamato de GLAST, sugerindo que
SEPT2 pode ser um regulador da absorcdo de glutamato por meio da interacdo com GLAST.
Beites e colaboradores buscando identificar novas proteinas que interagissem com vesiculas,
imunoprecipitaram SEPT5 com sintaxina. Na analise do fenotipo para secrecdo em células
HIT-T15 (sistema modelo de regulacdo da secrecdo) transfectadas com SEPT5 ou com um
mutante ineficiente na ligagdo a nucleotideo observaram a inibicdo e 0 aumento na secrecéo,
respectivamente. Estes dados sugerem que o estado conformacional de SEPT5 (ligado ou néo
ligado a nucleotideo) pode regular a dindmica de vesiculas através da ligagdo com sintaxina
(43). Outro modelo para o papel da ligacdo a nucleotideo é a regulacdo da montagem e
desmontagem de filamentos como ocorre com a tubulina, visto que alguns dos complexos de
septinas purificados até o momento estavam saturados com GDP e GTP, com uma
estequiometria de um nucleotideo por polipeptideo. Por exemplo, nos complexos de
Drosophyla (Pnut-SEP2-SEP1) e das septinas humanas (SEPT2-SEPT6-SEPT7) a relagéo foi
de 2:1 para GDP:GTP (22, 44).
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1.4 O complexo das septinas humanas: SEPT2, SEPT6 e SEPT7

O complexo de septina humana que foi melhor caracterizado é composto pelas
septinas 2, 6 e 7, que inicialmente foi isolado de células NIH3T3 pela interagdo com Borg3.
Mais tarde foi reconstituido com proteinas recombinantes e a estrutura cristalogréafica
resolvida a uma resolucéo de 4,0 A (Figura 3A) (45, 46).

A coiled-coil coiled—coil coiled-coil

et

—

=85 nm

b

G-dimera

o4 . . MC-dimero et

Figura 3 — Estrutura do complexo formado pelas septinas humanas SEPT2-SEPT6-SEPT7 e de trés
mondmeros de SEPT2G. Em A, as interfaces de interagdo entre as proteinas estdo indicadas por
NC e G. A septina 7 em cinza nas extremidades indica as possibilidades de extensdo do filamento
com a adi¢do de outros hexameros. As setas pretas na parte superior da figura indicam as posicées
e orientacOes dos dominios coiled-coil. Os nucleotideos associados a cada molécula também estdo
representados. Em B, estrutura do trimero do dominio GTPase de SEPT2 (SEPT2G) com duas
interfaces de interagdo, G-dimero e NC-dimero. Figura adaptada das referéncias (46, 47).
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O complexo hexamérico linear formado a altas concentracfes salinas apresentou a
seguinte disposicdo: SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7. A estrutura revelou que a
formacdo do filamento envolve interagcdes conservadas entre sitios de ligagdo a nucleotideo
(interface G) e suas extensdes N e C-terminais (interface NC). As interacGes entre SEPT2-
SEPT2 e entre SEPT7-SEPT6 favorecem a interface NC ao contrario do observado na
estrutura para a interagdo entre SEPT6-SEPT2 que ocorre via interface G. Em ambas as
extremidades do hexamero ha uma subunidade de SEPT7, com a interface G disponivel para
associacdo com outra SEPT7 de outro hexamero, promovendo assim o crescimento do
filamento. Outro ponto interessante a ser observado € que as septinas 2 e 7 estdo associadas a
GDP e SEPT6 a GTP sugerindo que a natureza do nucleotideo pode influenciar na formacéo
do oligbmero e do filamento. Na estrutura cristalografica observa-se que nas interacfes
heterotipicas (SEPT6-SEPT2, SEPT7-SEPT6) ambos 0s nucleotideos estdo presentes.
Contudo, na interagdo homotipica (SEPT2-SEPT2) tanto quanto na interacdo das SEPT7
terminais, responsavel pela polimerizacdo do hexdmero dentro do filamento, encontra-se
apenas GDP ligado. Outras evidéncias corroboram com a hipbétese de que o tipo de
nucleotideo tem influéncia na formacdo do filamento. As interagdes entre SEPT2(GDP) e
SEPT6(GTP), por exemplo, foram mais resistentes a alta concentragdo salina do que
SEPT7(GDP)-SEPT7(GDP) a qual é requerida para a polimerizacdo. Quanto a natureza do
nucleotideo ligado, pode-se fazer algumas interpretacdes, SEPT2 e SEPT7 ligam-se
preferencialmente a GDP e SEPT6 é seletiva para GTP, ou as trés septinas ligam a GTP, mas
somente SEPT2 e SEPT7 sdo capazes de hidrolisar, enquanto em SEPT6 a atividade
GTPaésica é ineficiente.,

No mesmo trabalho, Sirajjuddin e colaboradores compararam as interfaces de
interacdo da septina 2 em solugdo, com as interfaces de interacdo de SEPT2 no complexo
hexamérico (Figura 3A) e no trimero de dominios GTPase de SEPT2 (Figura 3B). As analises
por cromatografia de exclusdo molecular analitica de mutantes na interface NC de SEPT2
mostrou a eluicdo de SEPT2 como dimero e mondmero. Entretanto, para mutantes na
interface G, houve a eluicdo apenas de mondmeros, indicando que em solucéo a interface G €
preferencial na formacdo do dimero, diferente do que foi observado na estrutura
cristalografica hexamérica, na qual a interface NC foi favorecida (Figura 3A). Comparando
estes resultados com a estrutura cristalografica apenas do dominio GTPase de SEPT2,
observa-se que ndo h& preferéncia por nenhuma interface (Figura 3B). Ambas estdo presentes
nesta estrutura, mostrando que SEPT2 pode formar homofilamentos através de associagdes
via as interfaces NC e G.
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Estes resultados conduzem ao conceito de promiscuidade existente entre os estudiosos
de septinas, em que septinas obedecem a um padrdo de interacdo desde que seus parceiros
protéicos estejam presentes, caso contrario interacdes promiscuas podem ocorrer (48, 49). Nas
regras estabelecidas por Kinoshita para a formacéo de heterofilamentos, baseada no complexo
SEPT2-SEPT6-SEPT7, as septinas deste complexo poderiam ser substituidas por outras
pertencentes a0 mesmo grupo (48). Desta forma a septina 2 poderia ser substituida pelas
septinas 1, 4 e 5, ja a septina 6 aceitaria substituicGes pelas septinas 8, 10 e 11, pertecentes ao
seu grupo 1. A septina 7 foi considerada uma septina chave, insubstituivel, até a identificacéo
da septina 13 que, por similaridade de sequéncia, foi classificada no grupo IV. O complexo
das septinas 2, 6 e 7 deixava claro que as septinas preferem interagir com septinas de outros
grupos para a montagem de heterofilamentos. Mas as observagdes em relacdo a este complexo
ndo elucidavam como o grupo |, das septinas 3, 9 e 12, faria parte dos heterofilamentos.
Porém a complexidade do mundo das septinas conduziu a purificagdo dos complexos SEPT3-
SEPT5-SEPT7 e SEPT7-SEPT9-SEPT11 de cérebro e fibroblastos de ratos (50-52), que
obedecem a regra de Kinoshita no que diz a respeito a interagdo entre septinas de grupo
diferentes, mas observou-se que necessariamente estas interagfes ndo estdo restritas as

septinas dos grupos II, Il e 1V.

1.5 Septinas de mamiferos: padréao de interagdes e fungdes

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de entender o papel destas proteinas
nas células e observou-se que septinas recrutam varias proteinas para assim, poderem
desempenhar suas funcdes. Varios complexos protéicos contendo septinas ja foram
identificados, relacionando essas proteinas com processos fundamentais para o funcionamento
da célula (Tabela 1). Por exemplo, as SEPT2 e SEPT7 podem formar um “andaime” mitotico
para CENP-E (proteina E do centrébmero) e outras proteinas efetoras para coordenar a
citocinese com a congregacdo e segregacdo dos cromossomos (53, 54). JA SEPT2 e SEPT8
sdo associadas com a liberagdo de neurotransmissores devido suas interagdes com o
transportador de glutamato (GLAST) e com a proteina de vesiculas sindpticas, sinaptobrevina
2 (Vamp2), respectivamente (42, 55). As septinas 2, 4, 5 e 7 estdo envolvidas na dinamica de
membranas e trafego de vesiculas através de interagdes com o complexo sec6/8, que regula o

recrutamento especifico de vesiculas para a membrana, e com proteinas sintaxinas que fazem
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parte do complexo SNARE, que é essencial para a fusdo de vesiculas com a membrana

plasmatica (43, 56-58).

Tabela 1 - Interacgdes de septinas de mamiferos e possiveis fungdes. Tabela adaptada da referéncia (59)

Complexos

Possiveis funcdes

Dominio da Septina envolvido

SEPT1/Aurora B

SEPT2/F-actina
SEPT2/5/6/anilina
SEPT2/6/7
SEPT2/GLAST
SEPT2/miosina Il
SEPT2/6/CENP-E
SEPT2/6/TMAP4
SEPT2/4/7Sec6/8
SEPT3/5/7
SEPT4/5/8

SEPTA4/8
SEPT5/Parkin
SEPT5/11
SEPT5/complexo
SNARE
SEPT6/12
SEPT7/9/11/actina
SEPT7/CENP-E
SEPT8/Vamp2

SEPT9/actina
SEPT9/AS-RhoGEF/
actina

SEPT9/HIF-1

SEPT9/INK
SEPT9/tubulina
SEPT11/12

SEPT14/SEPT1-
7/9/11-12

Segregacdo de cromossomos
Citocinese

Citocinese

Citocinese

Formacao de filamento
Liberagédo de neurotransmissor
Citocinese

Segregacdo de cromossomo
Estabilidade do microtdbulo
Trafego de vesicula

Biologia dos neurdnios
Exocitose/enderegamento de
vesiculas

Biologia das plaguetas
Patogénese de Parkinson
Exocitose em células endotelial
Exocitose/ enderegamento de
vesiculas

Formacao de filamento
Formacao de filamento
Segregacdo de cromossomo
Formagéo do complexo SNARE/
Liberagédo de neurotransmissor
Stress fiber

Sinalizagdo Rho

Proliferacdo celular/angiogénese
/cancer de préstata

Proliferacdo celular/ cancer de
mama

Formagéo de filamento/
microtubulos /formag&o do fuso
Formagéo de filamento

Biologia testicular

Nao determinado

Ligagcédo a GTP

Nao determinado
N e C terminal

Nao determinado
Nao determinado
Nao determinado
Nao determinado
Nao determinado
N&o determinado
N e C terminal

Né&o determinado
Né&o determinado
Ligacéo a GTP e C-terminal
Ligacéo a GTP e C-terminal

Nao determinado
N-terminal

Nao determinado
Nao determinado

Nao determinado
N-terminal

Ligacdo a GTP e N-terminal
Ligagcédo a GTP
Ligagcédo a GTP

Nao determinado
Nao determinado
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Atualmente ha evidéncias para duas funcBes das septinas na exocitose, a primeira
como potencial regulador de interagdes de proteinas SNARE, como € observado pela ligacéo
de SEPT5 a sintaxina 1, que pode determinar a disponibilidade de sintaxina para formagao do
complexo SNARE e consequentemente para a fusdo da membrana. E a segunda como
proteina alvo que interage com o complexo exocitico durante o transporte de vesiculas para
sitios de fusdo de membrana na membrana plasmatica. As septinas também estdo envolvidas
na dindmica dos cromossomos como é observado pela interacdo de SEPT2 e SEPT9 com
filamentos de actina (60-62). SEPT4, SEPT5 e SEPT8 foram identificadas proximas a
granulos a. de plaquetas sugerindo que estas prdin@as estejam envolvidas na biologia das
plaquetas (63). Interessantemente, podemos dizer que um elo foi estabelecido entre a fungédo
de septinas na divisdo celular e na morte celular (apoptose) quando ARTS, um transcrito
alternativo de SEPT4 que se localiza na mitocéndria, foi translocado para o nicleo no comeco
da apoptose, quando exposto ao agente apoptético TGF-B, sugerindo que SEPT4 tem algum
envolvimento com a via de ativagdo da morte celular programada por TGF- (64, 65).

Além das funcbes j& citadas para as septinas € importante mencionar que estas
proteinas parecem estar relacionadas com véarias doencas humanas, sendo as principais,
canceres e desordens neuroldgicas (Tabela 2) (59). Algumas septinas sdo associadas com
neuropatologias, como é o caso de SEPT5 que interage com Parkin, uma proteina patogénica
em mal de Parkinson (66) e das septinas, SEPT1, SEPT2 e SEPT4 que sdo acumuladas dentro
de estruturas citoplasmaticas patolégicas comuns em doengas humanas neurodegenerativas,
tais como, neurofibrilas em mal de Alzheimer e corpos de inclusdo no mal de Parkinson (67,
68). Em muitos casos a associacdo de septinas com neoplasias esté relacionada com alteracfes

no padrdo de expressdo destas proteinas (69-73).
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Tabela 2 - Perfil de expressédo das septinas humanas e suas associa¢cdes com doencas. Tabela adaptada da
referéncia (59)

Septina Humana

Perfil de expressao

Doencas

SEPT1

SEPT2

SEPT3

SEPT4

SEPT5

SEPT6
SEPT7

SEPTS
SEPT9

SEPT10
SEPT11

SEPT12
SEPT13
SEPT14

Cérebro, linfécitos e outros

Cérebro, linfécitos e outros

Especifica de cérebro

Cérebro, testiculo e olhos

Cérebro, olhos e plaquetas

Expressa ubiqguamente
Cérebro e testiculo

Cérebro, retina e outros
Expressa ubiqguamente

Expressa ubiqguamente
Expressa ubiqguamente

Linfocitos e testiculos
Expressa ubiqguamente
Testiculos

Doenca de Alzheimer, leucemia e
linfoma

Canceres de cérebro, figado e renal,
Doenga de Alzheimer, sindrome de
Von Hippel-Lindau e infecgdes de
Listeria.

Céncer de cérebro e Doenca de
Alzheimer

Doenca de Alzheimer, canceres de pele,

urogenital e de colon; leucemia e
infertilidade masculina
Leucemisa, mal  de  Parkinson,

esquizofrenia e cancer pancreatico
Esquizofrenia, leucemia e hepatite C

Cénceres do sistema nervoso e
infertilidade masculina
Degeneragéo da retina
Amiotrofia  neurélgica  hereditéria,

leucemia, cénceres de mama, OVario,
coloretal, cabeca e pescoco, linfoma de
Hodgkin e infeccOes de Shigella e
Listeria.

Esquizofrenia,  desordem  bipolar,
leucemia e infeccbes de Shigella e
Listeria

Infertilidade masculina
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1.6 Septinas 1, 3, 5 e 7 de mamiferos

A septina 1 (SEPT1) também conhecida como Diff6 ou Pnutl3 é classificada no grupo
I11, juntamente com as septinas 2, 4 e 5, o qual é caracterizado por uma curta regido predita
coiled-coil no dominio carboxi-terminal. SEPT1 foi identificada em neurofibrilas especificas
de mal de Alzheimer permitindo a associacdo desta proteina com a neuropatologia (67). A
analise do padrdo de expressdo desta proteina em 33 tecidos diferentes mostrou que a mesma
apresenta um perfil de expresséo bastante diversificado, pois foi identificada na maioria dos
tecidos, sendo a expressdao mais acentuada em linfocitos (74). SEPT1 é superexpressa em
linhagens de células derivadas de células escamosas de carcinoma oral (OSCCs), sugerindo
que esta proteina contribua para a progressdo e/ou proliferacdo do céncer oral, podendo ser
um potencial marcador de cancer e um alvo terapéutico em células OSCCs (75). A septina 1 é
fosforilada em varios sitios pela quinase Aurora-B, que € uma importante serina/treonina
quinase requerida para a segregacao de cromossomo e citocinese (76). SEPT1 como substrato
de Aurora B pode estar atuando na regulagdo da citocinese.

SEPT5, também conhecida como CDCrel-1, e diferentemente de SEPT1, é expressa
quase que exclusivamente no cérebro, podendo ser encontrada também em plaquetas e
tecidos oculares (59, 74). Foi proposto por Beites e colaboradores uma funcéo inibitoria na
secrecdo para SEPT5, quando caracterizavam células HIT-T15 transfectadas com SEPT5 (43,
77). Neste trabalho a transfeccdo de células HIT-T15 com SEPT5 inibiu a secre¢do do
horménio de crescimento humano (hGH). Entretanto, o fendtipo foi oposto quando as células
foram transfectadas com um mutante de SEPTS5, ineficiente na ligagdo a GTP, ocorrendo
entdo a potencializacdo da secre¢do do hormonio. Esta proposta de que SEPT5 pode regular a
liberacdo de neurotransmissores € fundamentada também pela capacidade de SEPT5 interagir
diretamente com varias isoformas de sintaxina, proteinas que fazem parte do complexo
SNARE que atua no mecanismo de regulagéo de fusdo de membranas (56, 78). Outro trabalho
tem reforcado o papel de SEPT5 em eventos de secrecdo, agora na regulagdo da resposta de
secrecdo em plaquetas. Dent e colaboradores analisando o fendtipo de plaquetas de

camundongos deficientes na expresséo de SEPT5 (SEPT5™"

) observaram que elas agregaram
e liberaram mais serotoninas do que plaquetas normais. Varias evidéncias sustentam a
importancia de SEPT5 nos processos de secrecdo em plaquetas como, a identificacdo de
SEPT5 em plaquetas; a demonstracdo da interacdo de SEPT5 com sintaxina 4, a

imunolocalizagio de SEPTS5 ao redor de areas membranosas de. -granulos; a fosforilagdo de
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SEPT5 em resposta para agonistas de plaquetas e a caracterizacdo de camudongos com
nocaute em SEPT5 onde ocorreu um aumento a resposta de secrecdo em plaquetas (79). Estes
trabalhos sugerem que SEPT5 € um componente regulatorio em exocitose, entretanto a fungéo
executada por ela neste contexto, ainda ndo foi elucidada. A SEPT5 tem sido relacionada a
neuropatologia baseado em estudo que apresenta SEPT5 como substrato de Parkin, uma
ubiquitina ligase na qual mutagdes estdo ligadas ao mal de Parkinson hereditario (66). Parkin
ubiquitina SEPTS5 para a degradacdo, mas ainda ndo se sabe se deficiéncias na degradagéo de
SEPT5 dependente de ubiquitina estdo relacionadas ao mal de Parkinson (80). Outra patologia
na qual SEPT5 pode ter alguma funcdo é a leucemia mieldide aguda, devido as observacgdes
da presenca de um transcrito de fusdo MLL-SEPT5 em células leucémicas de um paciente
adulto, e pela alta taxa de expressdo de SEPT5 em varias linhagens de células de leucemia
mieldide aguda quando comparadas com células de leucemia linfoblastica aguda (81).

O grupo | das septinas, do qual faz parte SEPT3, é caracterizado pela auséncia de
dominios coiled-coil. A expressdo de SEPT3 é restrita a tecidos cerebrais em humanos e
camundongos (74, 82). Seu nivel de expressdo em cérebros de camundongos foi dependente
do estagio de desenvolvimento do embrido, sendo que em estagios iniciais de
desenvolvimento a expressdo ndo foi detectada, j& em estdgios avangados a expressdo foi
baixa e aumentou ap0s o nascimento. SEPT3 mostrou-se especificamente enriquecida em
sinaptosomos como a dinamina I, quando comparado com o cérebro inteiro (83). A dinamina
| é uma grande GTPase, assim chamada para diferencia-la das GTPase tipo Ras, que
participam da formagéo de vesiculas tanto na membrana celular como no complexo de golgi,
e como as proteinas SNARESs séo essenciais no trafégo de vesiculas (84). A fosforilagdo de
SEPT3 na serina 91 (Ser-91) por PKG (proteina quinase dependente de cGMP) em terminais
nervosos parece contribuir para a regulacdo de sua localizagdo subcelular em neurdnios, pois
SEPT3 foi localizada em extratos de membranas periféricas, enquanto SEPT3 fosforilada s6
foi detectada no citosol de terminais nervosos (85). As septinas humanas 2 e 3 foram
expressas em varios tumores cerebrais e linhagens de células tumorais sugerindo que estas
proteinas sdo potenciais oncogenes (70). Além da relagdo com canceres SEPT3 também tem
sido associada com mal de Alzheimer por Takenashi e colaboradores em analises de
polimorfismo de SEPT3 em cerébros humano fetal e adulto; sadios e acometidos do mal de
Alzheimer (86).

Os complexos de septinas de mamiferos SEPT2-SEPT6-SEPT7, SEPT3-SEPT5-
SEPT7, SEPT7-SEPT9-SEP11 e SEPT5-SEPT7-SEPT11 confirmam a importancia da SEPT7

na formacdo de hetero-oligdmeros de septina, visto a constante presenca desta proteina (46,
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51, 52, 87). Estes complexos deixam em aberto se a septina 7 poderia ser substituida pela sua
companheira de grupo, a SEPT13, na formagéo dos oligdmeros. A SEPT7 estruturalmente
possui um dominio amino-terminal bastante pequeno sendo quase que exclusivamente
representada pelos dominios GTPase e carboxi-terminal (Figura 2). A SEPT7 juntamente com
a SEPT4 foi relacionada com a espermatogénese, podendo ser usada como marcador de
astenospermia (mobilidade reduzida do esperma) em homens, visto que em individuos
saudaveis foi identificada a expressdo destas proteinas na cauda dos espermatozdides estando

ausente em pacientes inférteis (88).

1.7 Objetivo

Com o objetivo geral de contribuir com informacgdes bioquimicas, biofisicas e
funcionais de septinas humanas, este trabalho objetivou caracterizar a ligagdo e hidrélise de
GTP das septinas 3 e 5 e buscar parceiros protéicos funcionais para as septinas 1, 5e 7.

De acordo com o objetivo geral do trabalho os seguintes objetivos especificos foram
desenvolvidos:

v’ Estabelecer um sistema de expresséo e purificacdo para as septinas 3 e 5;
v Avaliar estruturalmente a septina 3 utilizando técnicas de dicroismo circular e

Espalhamento de Raios X a Baixo angulo;

v’ Caracterizar a ligacdo a nucleotideo de septina 3 por experimentos de calorimetria de
titulacdo isotérmica e espectroscopia de fluorescéncia;
v Avaliar a atividade GTPasica da septina 3;

<

Investigar a propensdo da septina 3 a formar fibras do tipo amiloide;
v’ Buscar parceiros protéicos de interagdo com as septinas humanas 1, 5 e 7 por meio de
ensaios do duplo hibrido em duas bibliotecas de cDNAs humano.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Duplo Hibrido

Na Figura 4 é mostrado um diagrama de fluxo das etapas de uma varredura de
biblioteca no ensaio do duplo hibrido, baseado no sistema Gal4 com os genes repérteres lacZ
e HIS3. O método se inicia com a clonagem da sequéncia codificadora da proteina “isca”
fusionada ao dominio de ligagdo ao DNA (BD) em um plasmideo de expressdo em leveduras.
Apos a confirmagdo por sequenciamento que a isca esta na mesma fase aberta de leitura do
dominio de ligacdo ao DNA, procede-se a transformacdo em cepa de levedura adequada para
0 ensaio do duplo hibrido. Neste momento torna-se necesséaria a realizagdo dos testes de
autoativacdo do sistema, analisando a expressando dos genes repdrteres. Se a atividade destes
genes reporteres for observada mesmo em condigdes de alta estringéncia, descarta-se esta
construcdo de DNA e iniciam-se outras clonagens usando construcgdes parciais da isca, a fim
de obter um dominio que ndo autoative o sistema.

Caso a proteina isca ndo autoative o sistema, entdo a constru¢do podera ser usada
como isca na varredura da biblioteca de cDNA na qual as sequéncias que codificam proteinas
encontram-se fundidas ao dominio de ativacdo da transcrigdo (AD). Tal procedimento é
realizado com a transformacdo da levedura expressando BD-isca com a biblioteca de cDNA
(AD-presa) em meio seletivo. Os clones que proliferarem serdo submetidos aos primeiros
testes para eliminacdo de falso-positivos e mais uma vez, 0s ensaios para analisar atividade
dos genes repdrteres é realizado. Em seguida isola-se o plasmideo, AD-presa, dos clones em
que a atividade dos genes lacZ e HIS3 forem detectadas. Os plasmideos AD-presa e BD-isca
serdo entdo utilizados para cotransformacdo de levedura com o propdsito de mais uma vez
submeter os clones obtidos aos testes de expressdo dos genes reporteres e desta forma
eliminar interacBes falso-positivas. ApoOs estas exaustivas etapas para eliminagdo dos falso-
positivos, as interagdes que foram positivas no ensaio do duplo hibrido deverdo agora ser

confirmadas por técnicas in vitro, como pull-down ou coimunoprecipitagao.
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Figura 4 - Fluxograma das etapas do ensaio do duplo hibrido em leveduras baseado no sistema Gal4 com

0s genes reporteres lacZ e HIS3. Todas as etapas estdo representadas desde a obtencdo do
plasmideo contendo a isca (BD-x), seguida pelos ensaios de autoativacdo, varredura da bilioteca de
cDNA (AD-cDNA) até a eliminacdo dos falso-positivos resultando na identificacdo da proteina presa
(AD-y) e ensaios in vitro para confirmacao das interacfes. Figura adaptada da referéncia (89)
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Inicialmente foi proposta a realizacdo do duplo hibrido com a SEPT5 como isca
utilizando-se as bibliotecas de cDNA de cérebro fetal humano e de leucocitos (Clontech). Este
seria parte de um projeto em colaboragéo, proposto pelo Dr Jorg Kobarg (LNLS), que tinha
como objetivo montar um “interactoma” das septinas 1 a 10, com a participacdo de alunos dos
Grupos de Biofisica Molecular do IFSC e do Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do
Laborat6rio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Assim, foi uma excelente oportunidade de
aprender todas as etapas da técnica sob a orientacdo do Dr. Jorg, e com o auxilio direto do
estudante de doutorado Marcel Nakahira, no LNLS, em Campinas. Durante a execucdo do
projeto, porém tornou-se necessaria a realizacdo do duplo hibrido com as SEPT1 e SEPT7

para o bom andamento do projeto de interactoma e estas foram incorporadas a este trabalho.

2.1.1. Cepa de leveduras e vetores utilizados no ensaio do duplo hibrido

A cepa de levedura, Saccharomyces cerevisiae, utilizada neste trabalho foi a L40
(trp1-901, his3_200, leu2-3, ade2 LYS2::(lexAop)4-HIS3 URA3::(lexAop)8-lac), que possui
os marcadores genéticos trpl, leu2, ade2. L40 possui uma copia cromossomal dos genes
reporteres HIS3 e LacZ, cuja a atividade € controlada pelo promotor LexA.

O plasmideo pBTM116kan, construido no laboratorio do Dr Nilson Zanchin (LNLS),
corresponde ao plasmideo pBTM116 (90), no qual a marca de selecdo em bactéria que
confere resisténcia a ampicilina foi substituida por resisténcia a canamicina. Este vetor possui
0 gene TRP1 que € o marcador nutricional para selecdo em leveduras Trp” e o dominio de
ligacdo a0 DNA LexA (BDLexA). O pBTM1ll6kan foi utilizado para a clonagem das
sequéncias codificadoras das “iscas” (SEPT1, SEPT5 e SEPT7) fusionadas ao dominio de
ligacdo ao DNA (BD-isca), sendo a expressdo das BD-iscas orientada pelo promotor truncado
ADH1.

O vetor pGADA424 (Clontech) foi utilizado como controle para cotransformagdes com
BD-isca em L40. O pGADA424 possui 0 dominio de ativacdo da transcricdo GAL4 (ADGALA4)
e, como o pBTM116, possui o promotor truncado ADH1. Em bactérias confere resisténcia a
ampicilina, e auxotrofia a leucina para leveduras Leu.

O plasmideo pACT2, corresponde ao vetor sobre o qual as bibliotecas comerciais de
cDNA (Clontech) foram construidas. Da mesma forma que o pGAD424, possui 0 ADGAL4 e
as mesmas marcas seletivas (Tabela 3).
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Finalizando, o plasmideo pTZ57R/T (Fermentas) foi utilizado para clonagem dos
produtos de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) correspondentes as sequéncias
codificadoras das iscas, a fim de propaga-los em bactéria. Este plasmideo confere resisténcia a

ampicilina para bactérias.

Tabela 3 - Caracteristicas dos vetores utilizados no sistema do duplo hibrido em leveduras

Vetor Dominio Promotor Marcar de selecdo Marca de selecdo
em levedura em bactéria

pBTM116kan  BDLexA ADH1" TRP1 kan®

pGAD424 ADGAL4 ADH1" LEU2 AmpR

pACT?2 ADGAL4 ADH1" LEU2 AmpF®

" promotor ADH1 truncado

2.1.2 Bibliotecas utilizadas na varredura no duplo hibrido

As bibliotecas de cDNA de cérebro fetal e de leucécitos humano foram adquiridas da
empresa Clontech laboratories. Estas bibliotecas possuem titulo maior ou igual a 10 cfu e 3 x
10° clones independentes contendo cDNAs com tamanhos de 500 a 4000 pares de bases (pb).
As bibliotecas foram construidas no plasmideo pACT2 utilizando os sitios para as enzimas de
restricdo Xhol e EcoRI. A Biblioteca de cérebro fetal humano teve como fonte de RNA
mensageiro (MRNA) um conjunto de 9 cérebros de fetos caucasianos que foram abortados
espontaneamente com idades entre 20 a 25 semanas. Ja a biblioteca de cDNA de leucdcitos,
0os mRNAs foram obtidos de leuc6citos de sangue periférico de um grupo de 550 adultos
caucasianos com idades entre 18 a 40 anos, sendo as amostras negativas para HIV-I, HIV-II,

hepatite B e sifilis.

2.1.3 Clonagem da sequéncia codificadora de SEPT5 no vetor pBTM116kan

Neste topico segue uma descrigdo detalhada do procedimento de clonagem da
sequéncia codificadora de SEPT5 em pBTM116kan, o qual foi similar para as clonagens de
SEPT7 e SEPT1, que foram realizadas doutorandos Luis Fernando Reyes e Marcel Nakahira,
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respectivamente. As sequéncias codificadoras utilizadas para o desenho dos oligonucleotideos
estdo depositadas no banco de dados publico, GenBank, sob 0s numeros de acesso
NM_052838 (SEPT1), NM_002688 (SEPT5) e NM_001788 (SEPT7).

Com a finalidade de expressar em leveduras SEPT5 fusionada ao BDLexA, a fim de
ser utilizado como isca no ensaio do duplo hibrido, foram sintetizados dois oligonucleotideos
SEPT5-Fow-Y2H-EcoRIl (GAATTCATGAGCACAGGCCTGCGG) coordenadas 1 a 18, que
gera um sitio para a enzima de restricdo EcoRI (sublinhado) e o oligonucleotideo SEPT5-Rev-
Y2H-Sall (GTCGACGTCACTGGTCCTGCATCTGC) coordenadas 1092 a 1110 que cria um
sitio para enzima de restricdo Sall (sublinhado) adjacente ao cddon de parada. Inicialmente,
amplificou-se SEPT5 utilizando-se 20 ng do plasmideo recombinante pET28-SEPT5NGC
(NGC- corresponde a sequéncia inteira) como molde para PCR, juntamente com 0,2 UM dos
oligonucleotideos flanqueadores, 0,2 mM de dNTPs, 0,3 unidade de High Fidelity PCR
Enzyme Mix (Fermentas), 5 uL de 10X High Fidelity PCR Buffer + MgCl, (Fermentas) e agua
para completar o volume para 50 pL. A reacéo foi realizada no termociclador (Mastercicler®
gradient Eppendorf) sob as seguintes condicdes: 2 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos (1
minuto a 94 °C, 30 segundos a 60 °C e 1 minuto e 30 segundos a 72 °C) finalizando com 20
minutos a 72 °C. O produto amplificado foi fracionado em gel de agarose 1%, seguido de
purificacdo com o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Apos a purificagdo, o fragmento de DNA de aproximadamente 1110 pb foi inserido no
plasmideo pTZ57R/T (InsT/Aclone™ PCR Product Cloning Kit- Fermentas) por reacdo de
ligacdo. Esta foi composta de 150 ng de produto de PCR, 6 pL de tampéo de ligacdo 5X
(Fermentas), 165 ng do plasmideo pTZ57R/T, 5 unidades de T, DNA Ligase (Fermentas) e
agua o suficiente para completar o volume para 30 pL. A mistura de reagdo foi incubada por
16 horas a 4 °C e em seguida utilizada para transformar células de Escherichia coli linhagem
DHS5a, competentes por CaCly (91). ColOnias transformantes foram selecionadas em meio de
cultura LB (Luria Bertani) &gar contendo 50 pg/mL de ampicilina, 0,2 mM de IPTG
(isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) e 0,04 mg/mL de X-GAL (5-bromo-4-cloro-3-indolil-
beta-D-galactopiranosideo). Colénias brancas foram inoculadas em 5 mL de LB liquido com
50 pg/mL de ampicilina seguida de incubacdo a 37 °C, 200 rpm por 16 horas, para posterior
extracdo de DNA plasmidial com o Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems
(Promega), segundo as recomendacdes do fabricante. Os clones positivos, bem como a
fidelidade das sequéncias, foram confirmados por sequenciamento automatico do DNA
utilizando-se os oligonucleotideos universais para sequenciamento, M13/pUC.


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&client=firefox-a&hs=7gP&rls=org.mozilla:pt-BR:official&ei=FoHxS6icJcmQuAe3jKGRBg&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CCMQBSgA&q=escherichia&spell=1�
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Apos a confirmacgédo das clonagens, 2 pg de DNA plasmidial pTZ57R/T-SEPT5NGC
foi digerido com 5 unidades (U) das enzimas de restricdo EcoRl e Sall (Fermentas) na

presenca 12pL de tam@io Tango ™

(Fermentas) e agua para o volume final de 60 uL. O
fragmento de DNA de aproximadamente 1100 pb liberado foi purificado com o Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega), apds eletroforese em gel de agarose 1%. O mesmo
procedimento foi realizado para linearizar 1 pg do vetor pBTM116kan com as mesmas
endonucleases. Os DNAs purificados foram entdo submetidos a uma reacdo de ligacdo
obedecendo a propor¢do de 1:3 (plasmideo: fragmento). Aproximadamente 50 ng de
pBTM116kan linearizado e 150 ng do fragmento de DNA foram misturados com 2 pL de
tamp@o de ligagdo 10X (Fermentas), 1 U de T, DNA ligase (Fermentas) e &gua para o volume
final de 20 pL. A mistura de reacéo foi incubada a 4 °C, por 16 horas. A reacdo de ligagéo foi
usada para transformar a linhagem DH5a de E. coli, e as possiveis coldnias positivas foram
selecionadas em meio de cultura LB &gar contendo 50 pg/mL de canamicina. Os clones
positivos foram confirmados apds extragdo do DNA plasmidial das coldnias seguida de
analise de restricdo em eletroforese em gel de &garose 1%. Aproximadamente 300 ng dos
DNAs plasmidiais foram digeridos com 0,3 U das endonucleases supracitadas, 2 pL tampéo
Tango™ (Fermentas) e 4gua para volume final de 10 uL. Os DNAs foram seqiienciados, com
um oligonucleotideo especifico para o dominio de ligacdo ao DNA LexA, para confirmar se
0s insertos estavam em fase aberta de leitura com o vetor. Todo o procedimento de clonagem
foi conduzido de acordo com as técnicas padrdo de clonagem molecular descritas por
Sambrook (91).

2.1.4 Transformacéo de células de E. coli por choque térmico

Células de Escherichia coli competentes, linhagens DH5a ou Rosetta, para
transformac&o por choque térmico foram preparadas segundo Sambrook (91).

As reacdes de ligacdo ou 30 ng de plasmideos recombinantes foram adicionados em
uma aliquota de células competentes. A suspensdo foi mantida no gelo por 20 minutos e em
seguida conduziu-se o choque térmico por 1 minuto a 42 °C. Apds adicdo de 500 pL de meio
LB, as células foram incubadas por 1 hora, a 37 °C e agitacdo de 200 rpm. As células foram
concentradas por centrifugagdo a 6000 x g por 1 minuto, ressuspensas em 100 puL de meio LB
e espalhadas em placas de petri contendo LB agar mais agentes seletivos.
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2.1.5 Transformacao de levedura em pequena escala

A transformacdo de levedura em pequena escala foi realizada durante o ensaio do
duplo hibrido duas vezes com finalidades distintas. No primeiro momento em que este
procedimento foi realizado a finalidade era obter células de levedura, L40, expressando as
proteinas iscas (SEPT1 ou SEPT5 ou SEPT7) fundidas ao BDLexA. Em etapa mais tardia do
ensaio, células de L40 foram cotransformadas com os plasmideos recombinantes contendo a
BD-isca e AD-presa, com 0 proposito de realizar testes para confirmacdo das possiveis
interacdes.

Uma colbnia isolada da cepa L40 de Saccharomyces cerevisiae foi inoculada em 50
mL de meio de cultura YPD (1 % de extrato de levedura, 2 % peptona e 2 % de glicose) por
aproximadamente 24 horas, a 30 °C, sob agitacdo de 200 rpm, até atingir densidade Otica a
600 nm (DOggonm) de 1,5. Aliquotas de 1 mL do indculo foram distribuidas em microtubos e
centrifugadas a temperatura ambiente por 3 minutos a 2.300 x g. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressupensas em 200 pL de tamp&o de transformagéo (34,5 % de
PEG 3350, 0,2 M de acetato de litio, TE 1X, 0,1 M de DTT). A suspensdo foram adicionados
100 pg de DNA de esperma de salmdo desnaturado (95 °C por 10 minutos seguidos de 10
minutos em gelo) e 200 ou 500 ng de DNAs plasmidiais para transformacdo ou
cotransformagcao, respectivamente. Em seguida a mistura foi incubada em banho-maria a 45
°C, por 40 minutos, a cada dez minutos a mistura foi homogeneizada por leve agitacdo. As
células foram espalhadas em placas de petri (140 x 15 mm) com meio SD seletivo (Tabelas 4
e 5) e incubadas a 30 °C por 4 dias. Como controle negativo do procedimento foi realizada a
transformagdo com &gua substituindo os DNAs plasmidialis.

Tabela 4 - Combinagao dos plasmideos e seus respectivos meios de cultura seletivos

Plasmideos Meio de cultura seletivo
pBTM116kan + pACT2-presa SD-WL
pBTM116kan-isca + pACT2-presa SD-WL ou SD-WLH
pBTM116kan-isca + pGAD424 SD-WL
pBTM116kan-isca SD-W

pACT?2-presa SD-L
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Tabela 5 — Composicdo dos meios de cultura seletivos para leveduras

Componente SD-W SD-L SD-WL  SD-WH  SD-WLH

YNB (difco yeast nitrogen 6,7 g/L 6,7 g/L 6,7 g/L 6,7 g/L 6,7 g/L
base w/o amino acids)

Glicose 200g/L  20,0g/L 20,0g/L 20,0g/L 20,0 ¢/L
Adenina (A) 0,02g/L 0,02g/L 0,02g/L 002g/L 0,02¢g/L
Leucina (L) 0,1g/L 0,1g/L
Histidina (H) 0,02g/L 0,02g/L 002g/L ---
Triptofano (W) 0,02¢g/L ---
Agar! 18,0g/L 18,0g/L 18,0g/L 18,0g/L 18,0g/L

' Agar foi adicionado apenas em meio solido.

2.1.6 Ensaio da p-galactosidase em papel de filtro

Este ensaio foi realizado logo apo6s a obtencdo da levedura expressando BD-isca, com
0 intuito de confirmar que a isca por si s6 ndo ativa o sistema, podendo neste caso ser
chamado de teste de autoativacdo. Apds a realizacdo da varredura das bibliotecas, nhovamente
realizou-se este procedimento, agora com o proposito de eliminar interaces falso-positivas
ou como teste preliminar para confirmacéo de possiveis interacoes.

Colonias isoladas de leveduras foram repicadas em meio SD agar seletivo (Tabelas 4 e
5) e incubadas a 30 °C, por 3 dias. Posteriormente foi colocado sobre o meio de cultura um
papel de filtro previamente cortado no formato da placa. O papel foi levemente pressionado
com uma alca de Drigalsky para que as células aderissem nele e em seguida foi imerso em
nitrogénio liquido por 5 minutos para promover a lise das células. O papel de filtro com a face
contendo as células voltado para cima foi colocado sobre outro papel de filtro umedecido em
5 mL de tampédo Z (16,1 g/L de Na,HPO,.7H,0; 5,5 g/L NaH,P04.H,0; 0,75 g/L de KCl e
0,246 g/L de MgS0O,4.7H,0, pH 7,0) com 13,5 uL de B-mercaptoetanol e 83,5 pL de X-Gal a
20 mg/mL, em uma placa de petri. O papel de filtro foi incubado a 37 °C até o surgimento de
colbnias azuis e depois foi colocado em uma capela para secar. O controle positivo utilizado
neste teste foi L40 expressando FEZ1 (1 — 392) fusionada ao BDLexA (autoativa o sistema),
o0 qual foi cedido pelo Dr Jorg Kobarg (92).
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2.1.7 Varredura das bibliotecas — Transformacéo de L40 em grande escala

Apés a confirmacdo que SEPT1, SEPTS5 e SEPT7 fusionadas ao BDLexA ndo
autoativavam o sistema do duplo hibrido, iniciou-se 0s procedimentos para varredura das
bibliotecas de cDNA de cerébro fetal e de leucécitos humano Matchmaker™ (Clontech),
cujos os cDNAs foram fundidos ao dominio de ativacdo da proteina GAL4 no plasmideo
pACT2. Com a SEPT?7 foi realizada a varredura apenas da biblioteca de cDNA de leucdcitos,
sendo que a varredura da outra biblioteca foi realizada pelo aluno de doutorado Luis Fernando
Reyes. As transformagbes de leveduras foram realizadas com o procedimento de
transformacg&o quimica por acetato de litio baseado no método descrito por Ito e colaboradores
(93). Antes de iniciar a varredura das bibliotecas foi necessario determinar a menor
concentracdo de 3-AT (3-amino-1, 2, 4-triazol) na qual L40 expressando as proteinas BD-
iscas mantivessem col6nias com crescimento menor a 1 mm, apds uma semana de incubagao
em meio SD-WH suprido com 5, 10, 15 ou 20 mM de 3-AT. Esta concentragédo de 3-AT foi a
utilizada no momento do plaqueamento das células, na etapa final da transformacdo. A
concentracdo por nos determinada foi de 5 mM de 3-AT.

Trés colbnias isoladas de L40, pré-transformadas com pBTM116kan-SEPTINGC ou
pBTM116kan-SEPT5NGC ou pBTM116kan-SEPT7NGC, foram transferidas para 1 mL de
meio SD-W (Tabela 5) e ressuspensas por agitagdo vigorosa. A suspensdo celular foi
inoculada em 75 mL de meio SD-W (Tabela 5) e incubada a 30 °C, 250 rpm por
aproximadamente 24 horas, até atingir DOgoorm > 1,5. As células foram coletadas por
centrifugacdo a 1.000 x g, 21 °C por 5 minutos, transferidas para 500 mL de meio YPD e
incubadas a 30 °C, 250 rpm por aproximadamente 4 horas, até atingir DOgoonm entre 0,4 € 0,6.
As células foram coletadas por centrifugacdo a 1.000 x g, 21 °C por 5 minutos, ressuspensas
em 200 mL de TE 1X (Tabela 6) e novamente centrifugadas na mesma condigdo anterior. O
pellet das células foi entdo ressuspenso em 4 mL de TE/LiAc 1X (Tabela 6) e duas aliquotas
de 200 pL foram retiradas para as transformacGes controles. A suspensdo celular foi
adicionada 10 mg de DNA de esperma de salméo desnaturado (15 minutos a 95 °C seguido de
10 minutos em gelo), 150 pg de DNA da biblioteca de cDNA de cerébro fetal ou de
leucocitos e 30 mL de PEG/LiAc (Tabela 6). Posteriormente a mistura foi incubada a 30 °C,
200 rpm durante 30 minutos e as células foram entdo submetidas a choque térmico a 42 °C
por 15 minutos com subsequente incubagdo em gelo por 3 minutos. As células foram

coletadas por centrifugacdo a 1.000 x g, 21 °C por 5 minutos e ressuspensas em 5 mL de TE
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1X (Tabela 6) . Aliquotas de 250 pL foram espalhadas em aproximadamente 20 placas de
petri (140 mm x 15 mm) contendo SD-WLH (Tabela 5) com 5 mM de 3-AT. Para analisar a
eficiéncia da transformacgéo, as seguintes titulagcdes da suspensédo celular 1:10, 1:100 e 1:1000
foram espalhadas em placas de petri contendo SD-WL (Tabela 5). As placas foram incubadas
a 30 °C por 6 dias. O crescimento de colonias nas placas foi monitorado diariamente
marcando-se as colonias com tamanho aproximado de 2 mm.

As transformagdes controles foram realizadas adicionando-se 600 pL de PEG/LIAC
(Tabela 6), 100 pg de DNA de esperma de salmdo e 10 pL de 4gua ou 200 ng de DNA do
plasmideo pGAD424 as aliquotas de 200 pL de suspensdo celular. O restante do
procedimento foi realizado como descrito acima e as células foram resssuspensas em 250 pL
de TE 1X (Tabela 6) e espalhadas em SD-WL (pGAD424) e SD-WH (&gua).

Apos seis dias as coldnias transformantes foram repicadas em meio SD-WLH (Tabela
5) com 5 mM de 3-AT para confirmar a presenca dos dois plasmideos e a expressdo do gene
reporter HIS3. As coldnias que ndo se desenvolveram neste meio entre 3 a 4 dias foram
eliminadas para os testes futuros. A confirmagéo do crescimento das colénias no meio SD-
WLH com 3-AT foi o primeiro teste para eliminar clones falso-positivos, em seguida foi
realizado o teste da B-galactosidase (item 2.1.6) com 0 mesmo proposito.

Tabela 6 - Solugdes utilizadas no procedimento de transformacéo de leveduras em grande escala

Solucdo Componentes

TE 10X 0,1 M Tris-HCI, 10 MM EDTA, pH 7,5

TE 1X 1 mL de TE 10X, 9 mL de H,0O milli-Q

PEG 3350 50% (p/v) 50 g de PEG 3350 em agua para volume final de 100 mL
PEG/LIAc 8 mL PEG 3350 50%, 1 mL de TE 10X, 1 mL LiAc 10X
LiAc 10 X LiAc 1 M, ajustar pH para 7,5 com 4cido acético

TE /LiAc 1X 1 mL TE 10X, 1 mL LiAc 10 X, 8 mL H,O milli-Q

2.1.8 Extracao de DNA plasmidial de levedura

O procedimento para extragdo de DNA plasmidial de leveduras utilizado foi baseado
no descrito por Ling e colaboradores com algumas modificacbes (94). Neste método utiliza-se
a digestéo exaustiva com liticase para quebra da parede celular, com posterior tratamento com

SDS para formacao dos esferoplastos.



Materiais e Métodos 55

Os clones de leveduras positivos para o teste da [-galactosidase carregam 0s
plasmideos pBTM116kan-isca e pACT2-presa, que conferem auxotrofia a triptofano e
leucina, respectivamente. Com o propésito de isolar apenas o pACT2-presa, promovemos a
perda do pBTM1l6kan-isca pela levedura por auséncia de pressdo seletiva, ou seja,
adicionamos ao meio de cultura triptofano. Coldnias isoladas dos clones foram inoculadas em
5 mL de meio SD-L (Tabela 5), para selegdo do plasmideo recombinante pACT2-presa, e
incubadas a 30 °C, 200 rpm por 20 horas. As células foram coletadas por centrifugagdo a
16.000 x g por 1 minuto e ressuspensas em 60 pL de Tris a 50 mM, pH 8,0. Adicionou-se a
suspensdo celular 20 pL de liticase a 5 mg/mL, seguida de agitacdo vigorosa e incubagdo em
banho-maria a 37 °C por uma hora, com agitacdo a cada 10 minutos. Apos a incubagdo
adicionou-se 20 puL de SDS 20% e agitou-se vigorosamente por um minuto. As amostras
foram entdo submetidas a 10 ciclos de 20 segundos em nitrogénio liquido intercalados com 20
segundos em banho-maria a 42 °C. Logo apés adicionou-se 100 pL de agua milli-Q e 200 pL
de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1 v/vlv), agitou-se vigorosamente a mistura
por 1 minuto e centrifugou-se por 1 minuto a 16.000 x g. A fase aquosa, transferida para um
novo microtubo (aproximadamente 300 uL), adicionou-se 10 pL de LiCl a 8 M e 300 pL de
etanol absoluto gelado, homogeneizou-se a mistura sendo armazenada a -20 °C por 20
minutos. O DNA foi precipitado por centrifugagédo a 16.000 x g por 10 minutos. O excesso de
sal foi retirado por lavagem do DNA precipitado com 500 pL de etanol 70% gelado, seguido
de centrifugacdo por 10 minutos a 16.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
apos secar a temperatura ambiente foi resssuspenso em 30 pL de dgua milli-Q.

Células de E. coli DH5a, foram transformadas com 15 pL dos DNAs plasmidiais
extraidos de leveduras pelo método de choque térmico como descrito no item 2.1.4. As
celulas transformadas foram selecionadas em meio LB &gar contendo 50 pg/mL de

ampicilina.

2.1.9 Extracdo de DNA plasmidial de bactéria

Os DNAs plasmidiais bacterianos para seqlienciamento foram extraidos pelo método
da lise alcalina seguida de precipitacdo com &lcool (91). Colénias isoladas de bactérias foram
inoculadas em 5 mL de meio LB com 50 pug/ml de ampicilina e incubadas a 37 °C por 16
horas a 250 rpm. As células foram coletadas por centrifugacdo a 16.000 x g por 1 minuto e
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ressupensas em 300 pL de solucdo I (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI, 10 mM de
EDTA, pH 8,0) por agitacdo vigorosa. Em seguida adicionou-se 300 pL de solugéo 11 (0,2 N
de NaOH, 1% de SDS), agitou-se a mistura por inversdo e mantendo-a por 5 minutos a
temperatura ambiente. Trezentos pL de solugdo 111 (60 mL de acetato de potéssio 5 M, 11,5
mL de é&cido acético glacial, 28,5 mL de &gua) foram adicionados, seguido por
homogeinizagdo da mistura por inversdo e centrifugacdo a 16.000 x g por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtudo e 0,7 volume de isopropanol foi
adicionado seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. A precipitacdo do
DNA procedeu-se por centrifugagdo a 16.000 x g por 10 minutos. O excesso de sal foi
retirado pela lavagem do DNA precipitado com 500 pL de etanol 70%, seguido de
centrifugacdo nas mesmas condicOes anteriores. Os DNAs precipitados foram secos a
temperatura ambiente e a seguir ressupensos em 50 pL de agua e quantificados por
eletroforese em gel de &garose 1% ou em espectrofotdometro NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific).

2.1.10 Sequenciamento de DNA e analise de sequéncias

Os DNAs plasmidiais extraidos de bactérias foram sequenciados em sequenciador
automatico no Laboratério de Biologia Molecular (LBM) do LNLS, em Campinas, sob
coordenagdo do Dr. Nilson Ivo Tonin Zanchin. Para o sequenciamento foi utilizado um
oligonucleotideo especifico para 0 dominio de ativacdo GAL4 presente no pACT2.

As sequéncias obtidas foram inicialmente submetidas & anélise de similaridade com
sequencias de proteinas depositadas no banco de dados publico (GenBank), no endereco
eletrénico http://www.ncbi.nlm. Para este fim foram utilizados os programas BLASTX e
BLASTP (95), localizados no mesmo endereco eletronico, anteriormente citado. Apenas 0sS
clones que mantiveram a fase aberta de leitura +1 (FRAME +1), com o dominio de ativacdo
GAL4 foram utilizados em anélises posteriores. O FRAME +1 com ADGAL4 foi verificado
através da identificacdo da sequéncia 5’AATTCGGGCCGCGTCGAC3’ do adaptador
utilizado na sintese da biblioteca de cDNA (Clontech), que se encontra antes da sequéncia do
cDNA. A traducdo das sequéncias de nucleotideos foi realizada com o programa Six Frame
Translation of Sequence, disponivel no seguinte endereco eletrdnico http://searchlauncher.
bcm.tmc.edu/seq-util/Options/sixframe.html; a presenca de dominios conservados foi
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analisada com o programa Pfam (96) localizado no website http://pfam.sanger.ac.uk/. O
programa SUMOplot™ disponivel no endereco eletrdnico http://www.abgent.com/tools/
sumoplot, disponibilizado pela Abgent, foi utilizado para identificar potenciais sitios de
sumoilagdo em SEPT1 e SEPTS5.

2.1.11 Teste em leveduras para confirmacéo das possiveis interagdes selecionadas

Apos as andlises das sequéncias e consequente identificacdo de proteinas candidatas a
interagir com SEPT1, ou SEPT5 ou SEPT?7, iniciaram-se 0s primeiros testes para confirmagéo
das interagdes em leveduras. Para tal fim, L40 foi cotransformada com os clones previamente
selecionados (AD-presa) e com BD-isca ou pBTM116kan, conforme descrito no item 2.1.5.
Apos as transformacdes, as células foram transferidas para meio SD-WLH (Tabela 5) com 5
mM de 3-AT afim de analisar a ativagdo de HIS3 e também foram submetidas ao ensaio da -
galactosidase para verificar a expressdo do gene lacZ, como descrito no item 2.1.6.

2.1.12 Analise qualitativa da forca das interacGes previamente selecionadas

As interagc0es positivas para os testes citados no item anterior foram submetidas a um
ensaio para verificar sua forca relativa em condigOes crescentes de estringéncia com 3-AT.
Colbnias isoladas de L40 expressando BD-isca e AD-presa foram inicialmente diluidas em
100 pL de agua estéril, seguindo com dilui¢bes seriadas 1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000.
Posteriormente, 5 pL de cada diluicdo foram distribuidos em placas de meio SD-WLH
(Tabela 5) com 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mM de 3-AT, e incubados a 30 °C por 72 horas. L40
coexpressando BD-SEPT5NGC e AD-SEPT8NGC foi utilizada como referéncia para
interacdo forte (97).
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2.2 Caracterizacao biofisica da septina 3 humana

2.2.1 Linhagens de bactérias e plasmideos utilizados para expressao das proteinas

A linhagem Rosetta de E. coli (Novagen), pode aumentar a expressdo de proteinas de
eucariotos que apresentam cddons raros para E. coli. Nesta linhagem, os genes que codificam
tRNAs para seis cddons raros para E. coli estdo presentes no plasmideo pRARE, o qual
confere resisténcia a cloranfenicol.

O plasmideo pET28a(+) (Novagen) permite a clonagem do gene de interesse
fusionada a codons para seis residuos de histidina no amino-terminal da proteina de interesse.
A cauda de histidinas permite a purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade a
metal (niquel ou cobalto). O plasmideo também possui os cddons para um sitio de
reconhecimento para a protease trombina, localizado entre a cauda de histidina e o sitio

multiplo de clonagem.

2.2.2 Clonagem de SEPT3 e dominios em plasmideo de expressdo em bactéria

Com a finalidade de expressar em bactéria a septina 3 inteira (SEPT3NGC) e uma
versdo truncada, correspondente aos dominios GTPase e o carboxi-terminal (SEPT3GC),
foram sintetizados  oligonucleotideos especificos (Tabela 1) baseados na sequéncia
codificante de SEPT3, depositadas no GenBank, sob o nimero de acesso NM_019106.
SEPT3NGC possui 337 residuos de aminoacidos e SEPT3GC corresponde aos aminoacidos
46 a 337. Os oligonucleotideos, além de flanquearem as sequéncias de interesse, também
possuiam sitios para as endonucleases de restrigdo, Ndel e Xhol, que permitiram a clonagem
no vetor de expressao em bactéria (Tabela 7).
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Tabela 7 - Oligonucleotideos utilizados para clonagem de SEPT3

Nome? Sequéncia® Coordenadas®
Sept3-Fow-

Ndel GCCATATGTCAGAGCTGGTGCCTGAGCCCAGGCC 1-29

Nael

Sept3-Rev-

hol CCCTCGAGTTATCATGGGTTACTGTCGTGGCTTTCCTCTG 986 - 1014
Anol

Sept3-

GTPase-fow- CGCATATGGGTTTCGACTTCAACATCATGGTCGTTGGC 136 — 165

Ndel

& Sublinhado, nome e sitio da enzima de restricdo
® localizago do oligonucleotideo na sequéncia codificadora de SEPT3, em pares de bases

Inicialmente, isolou-se a sequéncia codificadora de SEPT3 utilizando-se como molde
1,0 pg de uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano (Invitrogen) como molde para
PCR, juntamente com 1,0 uM dos oligonucleotideos flanqueadores, Sept3-Fow-Ndel e Sept3-
Rev-Xhol (Tabela 7), 0,2 mM de dNTPs, 1 unidade de High Fidelity PCR Enzyme Mix
(Fermentas), 5 uL de 10X High Fidelity PCR Buffer + MgCl, (Fermentas) e dgua para volume
final de 50 pL. A reacdo foi realizada no termociclador (Mastercicler gradient Eppendorf)
sob as seguintes condigdes: 2 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos (1 minuto a 94 °C, 30
segundos a 64 °C e 1 minuto e 30 segundos a 68 °C) finalizando com 20 minutos a 68 °C. O
produto amplificado de aproximadamente 1030 pb foi fracionado em gel de &garose 1%,
seguido de purificagdo com o kit Wizard SV gel and pCR clean-up system (Promega), segundo
as recomendacdes do fabricante. O fragmento de DNA purificado foi inserido no plasmideo
pTZ57R/T (InsT/Aclone™ PCR Product Cloning Kit- Fermentas), propagado em células de
E. coli DH5a, finalizando com a confirgA® da clonagem e analise da fidelidade das
sequéncias por sequenciamento utilizando os oligonucleotideos M13/pUC, como descrito no
item 2.1.3. Para amplificar SEPT3GC, 20 ng do plasmideo recombinante pTZ57R/T-
SEPT3NGC foi utilizado como molde em PCR com 0,2 uM dos oligonucleotideos Sept3-
GTPase-fow-Ndel e Sept3-Rev-Xhol (Tabela 7), os demais reagentes e as condigdes da
reacdo foram idénticas as descritas acima. Apos a amplificacdo, o fragmento de 898 pb foi
purificado, inserido no pTZ57R/T e a confirmacdo da clonagem foi realizado por
sequenciamento, como descrito anteriormente. A clonagem de SEPT3NGC e SEPT3GC no
plasmideo de expressdo em bactéria pET28a(+) (Novagen) foi realizada como descrito no
item 2.1.3 para as clonagens das septinas iscas no plasmideo pBTM2116kan com uma excecéo,
as enzimas de restricdo utilizadas para liberagdo do fragmento de DNA e linearizacéo do
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plasmideo pET28a(+) foram Ndel e Xhol (Fermentas). A clonagem foi confirmada por analise
do padrédo de restricdo e por sequenciamento do DNA utilizando-se os oligonucleotideos T7
promotor e T7 terminador. Os clones positivos denominados de pET28-SEPT3NGC e pET28-
SEPT3GC foram utilizados para transformar células de E. coli Rosetta, a fim de expressar as
proteinas heterdlogas. As coldnias recombinantes foram selecionadas em meio LB &gar

contendo 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de cloranfenicol.

2.2.3 Expressao e purificagdo das proteinas recombinantes SEPT3NGC e SEPT3GC

Uma col6nia isolada de E. coli Rosetta pET28-SEPT3NGC ou pET28-SEPT3GC foi
inoculada em 5 mL de meio LB contendo 50 pg/mL de canamicina e 34 pg/mL de
cloranfenicol, em seqguida, foi incubada por 14 horas a 37 °C e 250 rpm. Os in6culos foram
transferidos para 500 mL de meio LB com os mesmos antibioticos e incubados a 37 °C, sob
agitacdo de 250 rpm, até atingir DOggonm €ntre 0,5 e 0,7. As células foram incubadas a 18 °C
por aproximadamente 1 hora e ent&o induzidas por adi¢do de 0,2 mM de IPTG (isopropil-B-
D-tiogalactopiranosideo), seguido de incubacdo por 14 horas a 18°C e 200 rpm. As células
foram coletadas por centrifugagdo a 6.000 x g por 10 minutos a 4 °C, e finalmente
ressuspensas em 20 ml de tampdao A (Tabela 8). A suspenséo celular foi armazenada a -80 °C
até a realizacdo da purificacdo. As células foram descongeladas, divididas em quatro aliquotas
de 5 mL e foram rompidas por 15 ciclos de 25 segundos de ultrassonicagéo com intervalos de
35 segundos. A fragdo insolivel foi entdo separada da fracdo solGvel por centrifugacdo a
17.000 x g durante 30 minutos, a 4 °C. A fracdo soluvel foi transferida para um tubo falcon e
adicionou-se 5 mM de imidazol. A mistura foi aplicada em coluna de cromatografia contendo
2 mL de resina Ni-NTA super flow (Qiagen), previamente equilibrada com 5 volumes de
tampdo A (Tabela 8). Em seguida a resina passou por trés etapas de lavagem para retirar
possiveis contaminantes. A primeira lavagem consistiu de 50 mL de tampdo A com 12 mM de
imidazol e 0,2% de tween 20; a segunda lavagem foi feita com 50 mL de tampdo A com 12
mM de imidazol e a terceira lavagem foi realizada com 50 mL de tamp&o B com 12 mM de
imidazol (Tabela 8). A eluicdo da proteina foi realizada com 10 mL de tampdo B contendo
500 mM de imidazol. A composicdo dos tampbes A e B estdo descritas na Tabela 8 e
variaram de acordo com a finalidade (experimento) para qual a proteina foi purificada. As
primeiras purificacdes de SEPT3GC correspondem aos testes 1 e 2 da Tabela 8. Apds o
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segundo teste de purificacdo alteramos a quantidade de NaCl até chegarmos nas condi¢cdes

descritas nesta Tabela.

Tabela 8 - Composicdo dos tampdes A e B utilizados na purificagdo das proteinas recombinantes,

SEPT3NGC e SEPT3GC.

Experimento

Tampao A

Tampao B

1° Teste de purificagéo

25 mM de Tris, pH 7,8

25 mM de Tris, pH 7,8

SEPT3NGC e SEPT3GC  10% de glicerol 10% de glicerol
2° Teste de purificacéo 25 mM de Tris, pH 7,8 25 mM de Tris, pH 7,8
SEPT3NGC e SEPT3GC  10% de glicerol 10% de glicerol

20 mM de NaCl 20 mM de NaCl

SmM de B-mercaptoetanol SmM de B-mercaptoetanol
SAXS 25 mM de Tris, pH 7,8 25 mM de Tris, pH 7,8
SEPT3GC 800 mM de NaCL 800 mM de NaCL

10% de Glicerol
S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

10% de Glicerol
S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

Calorimetria de Titulacdo
Isotérmica
Espectroscopia de
fluorescéncia com mant-
GDP e mant-GTP

Teste de atividade

25 mM de Tris, pH 7,8
800 mM de NaCL

10% de Glicerol

S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

25 mM de Tris, pH 7,8
300 mM de NaCL

10% de Glicerol

S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

GTPasica
Dicroismo circular 25 mM de Tris, pH 7,8 25 mM de Tris, pH 7,8
SEPT3GC 800 mM de NaCL 50 mM de NaCL

10% de Glicerol
S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

5% de Glicerol
2 mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

Analise da propenséo a
formacdo de agregados
por SEPT3GC:
espectroscopia de
fluorescéncia com ThT e
dicroismo circular

25 mM de Tris, pH 7,8
800 mM de NaCL
10% de Glicerol

25 mM de Tris, pH 7,8
50 mM de NaCL
5 % de Glicerol

Cristalografia
SEPT3GC

25 mM de Tris, pH 7,8
800 mM de NaCL

10% de Glicerol

S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,

25 mM de Tris, pH 7,8
400 mM de NaCL

7% de Glicerol

S5mM de B-mercaptoetanol
5 mM de MgCl,
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A segunda etapa do processo de purificacdo das proteinas foi a cromatografia de
exclusdo molecular, a qual foi utilizada para separar 0s agregados protéicos e contaminantes
das proteinas de interesse. Volumes de 1 mL das proteinas recém purificadas por
cromatografia de afinidade foram aplicadas na coluna Superdex 200 (HR 10/30, GE
Healthcare), pré-equilibrada com tampao B (Tabela 8) e acoplada a um sistema Akta purifier
(GE Healthcare). A cromatografia foi realizada com uma elui¢do isocréatica de 1,3 volume
total da coluna, sob uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min e monitorada pela absorbéancia a 280 e
254 nm. FragOes de 1 mL dos picos de interesse foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE
15% (91) e em gel nativo gradiente 8-25 (PhastGel — GE Healthcare) utilizando-se o sistema
PhastSystem (GE Healthcare).

2.2.4 Determinacgdo da massa molecular aparente de SEPT3GC

A massa molecular de SEPT3GC recombinante foi inicialmente determinada por gel
filtracdo em uma coluna Superdex 200 (HR 10/30, GE Healthcare) utilizando-se padrdes de
massa molecular disponiveis no Gel Filtration Calibration Kits (Ge Healthcare). Os padrbes
utilizados foram 3 mg/mL de aprotinina (6.500 Da), 3mg/mL de ribonuclease A (13.700 Da),
3 mg/mL de anidrase carbonica (29.000 Da), 4 mg/mL de ovalbumina (44.000 Da), 3 mg/mL
de conalbumina (75.000 Da), 4 mg/mL de aldolase (158.000 Da) e 0,3 mg/mL de ferritina
(440.000 Da). O Blue Dextran 2000 a 1 mg/mL foi utlizado como padréo para determinar o
volume de exclusdo da coluna. Proteinas e padrbes foram preparados no mesmo tampédo B
(Tabela 8) utilizado nos experimentos de calorimetria e SAXS. A cromatografia foi realizada
sob um fluxo constante de 0,5 mL/min, com um volume total de elui¢do de 1,3 volume da
coluna, sendo monitorada pela absorbancia a 280nm e amostras de 500 pL foram aplicadas na
coluna. Os volumes de eluicdo dos padrdes e de SEPT3GC foram determinados e utilizados
para o calculo de K,, usando a equago:

Kav= Ve - Vo
VC = VO
onde: V. corresponde ao volume de €
Vo € 0 volume de exclusdo da coluna eg

V. corresponde ao volume da coluna.
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Os dados foram plotados em um gréfico K,y x Log MM (Massa Molecular).

2.2.5 Andlises de bioinformatica

O coeficiente de extingdo tedrico €) para absorbancia a 280 nm, a massa molecular
e 0 ponto isoelétrico tedrico (Pl) de SEPT3NGC e SEPT3GC foram calculados com o
programa ProtParam disponivel no endereco eletrdnico http://ca.expasy.org/tools/protpar-
ref.html (98). O programa PeptideCutter (mesmo endereco eletronico supracitado) foi
utilizado para identificar os potenciais sitios de clivagem para proteases na sequéncia de
SEPT3. A sequéncia de SEPT3 depositada no GenBank, sob o numero de acesso
NM_019106 foi utilizada nas analises.

2.2.6 Quantificacdo de SEPT3GC

A concentracdo de SEPT3GC foi determinada pela absorbancia a 280 nm determinada
em espectrofotdmetro U-2001 (HITACHI) com uma cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1

cm. Os célculos foram realizados usando as equacGes abaixo:

[UM] = Abszgonm X 10°  ou [9/L] = AbSzgonm X MM
C.1 €.1

onde: [MM] é a concentracdo dada em UM,
[g/L] é a concentarcdo dada em g/L,
Abs,gonm € @ absorbancia da proteina a 280 nm,
€ é o coeficiente de extingdo molar ou de absortividade molar teérico (M™.cm™),
| 6 o caminho 6tico (cm™) e

MM massa molar da proteina (g/mol).

As equacgdes acima séo originadas da Lei de Lambert-Beer (equacdo abaixo) que nos

d& uma relacédo direta entre a concentracdo e absorbancia da amostra.
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A=cC.c.l

onde: A, ¢é a absorbancia da amostra,
€ é o coeficiente de extingdo molar da amostra (M*.cm™),
c é a concentracdo da amostra (M) e

| € o caminho ético (cm).

2.2.7 Anédlises da estabilidade de SEPT3GC em funcéo do pH

Aproximadamente 8,0 uM de SEPT3GC foram incubados por 12 horas em gelo, em
20 UM de solucdo tampdo acetato-borato-fosfato de sédio, na seguinte faixa do pH 3,0 a 12,0,
intercalados de 1 unidade. As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 min para
eliminar qualquer precipitado protéico e foram analisadas por espectroscopia de dicroismo
circular. Os espectros de CD foram coletados em um espectropolarimetro Jasco modelo J-815
CD Spectrometer (Toquio, Japdo) com uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho 6tico, a
10 °C, no intervalo de 200 a 250 nm, como uma média de 8 acumulacfes. Os espectros foram
analisados quanto a contribuicdo da estrutura secundéaria com o pacote de programas de
desconvolugdo CDPRO (Selcon3, Contill, CDSSTR) utilizando-se o maior banco de dados
distribuido com o pacote, composto de 56 proteinas (99-102). Os espectros de CD foram

transformados em elipticidade molar ([0]) atrawés da seguinte relag&o:

0 = 0yp.Mg.100 x 107
l.c

onde: Bqys € a elipticidade observada (graus),
Mg é a massa molecular média por residuo (115 g.mol™),
| € o caminho 6tico (cm) e

c é a concentracdo (mg.mL™).

SEPT3GC em solugéo tampdo composta por 25 mM de tris, 50 mM de NaCl, 5% de
glicerol, 2 mM de B-mercaptoetanol e 5 mM MgCl, foi avaliada também por CD. A
contribuicdo das estruturas secundérias foi calculada como descrito anteriormente, e a

classificacdo de SEPT3GC quanto a estrutura tercidria foi realizada com o programa
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CLUSTER. A contribui¢do das solugBes tampdes nos espectros foi subtraida em todas as

analises.

2.2.8 Espalhamento de Raios X a Baixo angulo (SAXS)

Os experimentos de espalhamento de raios X a baixo angulo foram conduzidos na
linha de luz D11A-SAXS (103), do anel de armazenamento de elétrons do Laboratorio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas, Sdo Paulo. O tempo de feixe para coleta
dos dados foi gentilmente cedido pelo pesquisador Dr. Frederico Moraes Ferreira do
Laboratério de Nefrologia Celular, Genética e Molecular da FMUSP, que também realizou o
processamento dos dados. Os dados foram coletados em detector bidimensional MarCCD,
radiacdo incidente de comprimento de onda 1,488 A e distancia amostra-detector de 1028,37
mm, cobrindo a faixa de transferéncia de momento 0,01 A™* < q < 0,35 A™. Todos os dados
foram coletados a temperatura de 4 °C para a atenuacdo dos efeitos de aquecimento da
amostra. Em todos 0s experimentos, o espalhamento do tampéo foi subtraido do espalhamento
da amostra. As imagens foram integradas utilizando o programa FIT2D (104, 105) enquanto
0s dados foram analisados com programas do pacote ATSAS(106). A estimativa da massa de
SEPT3GC a partir dos dados de espalnamento de raios X a baixo éngulo foi realizada com o
programa SAXSMOW(107).

2.2.9 Andlise do teor de nucleotideo de SEPT3GC

Amostras de proteina foram preparadas para analise do teor de nucleotideo segundo o
método descrito por Seckler e colaboradores, com algumas modifica¢des (108). Adicionou-se
250 pL acido hiperclérico (HCLO4) 1,5 M gelado em 500 puL de SEPT3GC a 20 uM, a
mistura foi incubada no gelo durante 10 min e em seguida as proteinas desnaturadas foram
removidas por centrifugacdo durante 10 min, a 16.000 x g e 4 °C. Com o0 objetivo de
precipitar KCLO4 e neutralizar o pH, 600 pL do sobrenadante foram transferidos para outro
microtubo e adicionou-se 100 pL de K;HPO4 1 M, 100 uL de KOH 3 M e 80 pL de acido
acético 5 M, gelados. Em seguida as amostras foram congeladas a -20°C por pelo menos 1
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hora. Para realizar a analise em High Performance/Pressure Liquide Chromatography
(HPLC) as amostras foram descongeladas e centrifugadas por 10 min, 16.000 x g e 4 °C, em
seguida, 200 pL do sobrenadante foi aplicado em uma coluna de troca anidnica Protein Pack
DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm (Waters). As analises foram realizadas em um sistema de
cromatografia formado por um modulo de separacdo Waters 2695 e um detector de
absorbancia Waters 2487. Os tampdes utilizados na cromatografia foram tampéo A (25 mM
de Tris, pH 7,8) e tampédo B (25 mM de Tris, pH 7,8 com 1 M de NaCl). As condic¢des do
gradiente de NaCl utilizado estdo descritas na Tabela 9. Uma curva padrdo de GDP e GTP
diluidos no mesmo tampéo da proteina e tratados com HCIO, foi feita nas concentraces 2,5,
5,0, 10,0, 20,0 e 40,0 uM. A solugdo tampao da proteina tratada com HCIO, foi utilizada
como controle. A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente sendo monitorada pela

absorbancia a 253 nm.

Tabela 9 - Gradiente de NaCl utilizado na cromatografia de troca anidnica

Tempo (min) Fluxo (mL) Porcentagem de Tampdo A  Porcentagem de Tampao B

0 1,0 90 10
1 1,0 90 10
10 1,0 55 45
12 1,0 0 100
13 1,0 90 10
14 1,0 90 10

2.2.10 Calorimetria de Titulacéo Isotérmica (ITC)

A calorimetria de titulacdo isotérmica € uma técnica que permite obter pardmetros
termodindmicos de interacdes moleculares através da medicdo direta do calor absovido ou
liberado durante a ligagdo. Em um Unico experimento é possivel obter a constante de ligacdo
(Ka), a entalpia (AH) e a estequiometria (n) do sistema. Esté técnica foi utilizada para estudar
a ligagdo de SEPT3GC com os nucleotideos GDP (guanosina-5-difosfato) e a um analogo ndo
hidrolizavel do GTP, GTPyS (Guanosina 5'-[y-thio]trifosfato).

Todo o procedimento foi realizado conforme recomendagdes do fabricante do
equipamento, microcalorimetro VP-ITC (MicroCal). Na cela da amostra de 1,417 mL foram
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colocados SEPT3GC a 25 uM ou a solugdo tampéo (Tabela 8) apos serem desgaseificadas por
10 min, em um Thermovac (MicroCal), a 18 °C, para evitar a presenca de bolhas de ar na
cela. Os ligantes GDP ou GTPyS (Qiagen) foram preparados na solucdo tampao da proteina
para uma concentragéo final de 500 uM e foram titulados na cela da amostra com uma seringa
de alta precisdo. Realizou-se 35 injecOes de 5 pL dos ligantes com um intervalo de 360
segundos entre as injegdes. O calor de diluicdo foi determinado pela titulacdo do ligante na
solugédo tampéo, sob as mesmas condigOes descritas anteriormente. Todo o procedimento foi
realizado a 20 °C e sob agitacdo constante de 255 rpm. Durante os experimentos a cela de
referéncia foi preenchida com &gua desgaseificada. A ligacdo entre a macromolécula
(proteina) e o ligante (GDP ou GTPyS) resultou na liberacéo ou absorcdo de calor ao longo do
tempo que foi registrada na forma de uma curva de titulagdo, a qual apds analisada com o
programa ORIGIN para ITC (MicroCal) resultou em uma isoterma de ligagdo. O ligante, GDP
a 1 mM também foi utilizado para titular SEPT3GC.

2.2.11 Espectroscopia de fluorescéncia com mant-GDP e mant-GTP

A eficiéncia de SEPT3GC para ligar a nucleotiedos de guanina também foi analisada
por incubacdo de 17 pM de SEPT3GC em solucdo tampédo, contendo 300 mM de NaCL, 25
mM de Tris, 5% de glicerol, 5 mM de MgCl, e 5 mM de -mercaptoetanol, com 50 nM de
mant-GTP ou mant-GDP (Invitrogen). As medidas foram realizadas a 10 °C, em um
fluorimetro ISS-K2 utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Gptico. As amostras
foram excitadas a 366 nm e a aquisicdo dos dados foi realizada na faixa de 390 a 550 nm. As
medidas também foram realizadas com os nucleotideos fluorescentes na auséncia da proteina.
As solucdes estoque dos nucleotideos fluorescentes foram preparadas a 100 nM na mesma

solucdo tampdo da proteina.

2.2.12 Teste de atividade

O teste de atividade foi realizado com SEPT3GC na mesma solugéo descrita no item
anterior e na Tabela 8. Este teste consistiu na analise direta da presenca de GDP por HPLC.
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SEPT3GC (184 uM) foi incubada com 55 uM de GTP por 1 hora a 20 °Cjcpiotas foram
retiradas em intervalos de 4 minutos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para
parar a reagdo. As amostras foram desnaturadas com é&cido hiperclorico e analisadas por
cromatografia em uma coluna de troca anidnica Protein Pack DEAE 5 PW, 7,5 mm x 7,5 cm
(Waters), como descrito no item 2.2.9.

2.2.13 Espectroscopia de fluorescéncia com Tioflavina T (ThT)

A propensdo de SEPT3GC para forma fibras do tipo amildide foi avaliada por
incubacgédo de 8 uM de SEPT3GC com 50 uM de ThT (Sigma) nas temperaturas de 30, 37, 45
e 55 °C. As amostras foram excitadas a 450 nm e os dados foram coletados a 482 nm durante
5400 segundos, imediatamente apds a adicdo do ThT. As medidas foram realizadas em um
fluorimetro 1SS-K2 utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico. A solugdo
estoque da sonda fluorescente, ThT, foi preparada a 10 mM em agua. Antes de iniciar os
experimentos a proteina foi centrifugada a 10.000 x g, durante 10 minutos e a 4 °C. A
proteina foi preparada em solugdo tampéo contendo 25 mM de Tris, pH 7,8, 50 mM de NaCL
e 5 % de Glicerol.

2.2.14 Influéncia da temperatura na composicdo de estrutura secundéria de SEPT3GC

Aliquotas de 6 uM de SEPT3GC, da mesma preparacdo do experimento anteriormente
descrito, foram analisadas em um espectropolarimetro Jasco modelo J-815 CD Spectrometer
(Toquio, Japdo), com uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho ético, no intervalo de 200
a 250 nm. Os espectros de CD foram coletados como uma média de 8 acumulacgdes, nas
temperaturas de 30, 37, 45 e 55 °C e foram transformados em elipticidade molar ([0]), como

descrito no item 2.2.7.
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2.2.15 Ensaios de cristalizacdo

Ensaios de cristalizagdo foram realizados com SEPT3GC utilizando-se o metodo de
difusdo de vapor com gotas suspensas (109). Os experimentos foram realizados com
SEPT3GC sem a cauda de histidina variando a concentragdo entre 5,0 e 2,5 mg/mL, em
tamp0des com diferentes concentragdes de NaCl (Tabela 8) e na presenga de 1 mM de GDP ou
GTPyS. As condigdes utilizadas nos experimentos foram as fornecidas pelos fatoriais Classics
e Classics Il suite; PEGs e PEGs Il suite; AmSo4 suite e Cryos suite, todos adquiridos da
empresa Qiagen. Além destes, foram utilizados crystal screen HT e salt RX HT da empresa
Hampton Research. Variagbes na temperatura de incubacdo também foram realizadas (4 e
18°C). Apods a escolha da melhor condicdo provinda dos fatorias iniciou-se a etapa de
refinamento. Todos os ensaios foram realizados em colaboragdo com o Dr. Humberto
D’Muniz Pereira e com o doutorando Ivo de Almeida Marques, do grupo de cristalografia de
proteinas do IFSC.

2.2.16 Digestdo de SEPT3GC com trombina bovina

A cauda de histidina fusionada ao amino-terminal de SEPT3GC foi retirada por meio
de digestdo com trombina bovina (Sigma-Aldrich). SEPT3GC apds purificagdo por
cromatografia de afinidade foi dializada contra tampdo Tampéo B para cristalografia (Tabela
8) com o propdsito de retirar o imidazol da amostra. A dialise foi realizada em uma membrana
para dialise, Spectra/Por® Regenerated Cellulose membrane (BioAgency), com peso
molecular de corte de 10 kDa, a 4 °C em um volume de tampédo 100 vezes o volume de
proteina, durante 8 horas. Apds a diélise, trombina foi adicionada a proteina na relacdo de 0,1
U por micrograma de proteina. A digestdo foi realizada por incubag¢do da mistura em banho
de gelo por aproximadamente 12 horas. Em seguida, a protease trombina foi retirada por
incubagdo com a resina Benzamidine Sepharose 6B durante 30 minutos a 4 °C. A resina foi
separada da amostra protéica por decantacdo em uma coluna de prolipropileno de 20 mL
(BIO-RAD). Apo6s esta etapa, SEPT3GC passou por uma cromatografia de exclusdo

molecular como descrito no item 2.2.3 e foi utilizada para os ensaios de cristalizagao.
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2.3 SEPT5 e dominios: testes de expressdo e purificagdo

2.3.1 Clonagem de SEPT5 e seus dominios em plasmideo de expressdao em bactéria

Com a finalidade de expressar em bactéria a septina 5 inteira (SEPT5NGC) e as
versdes truncadas: dominio GTPase (SEPT5G), dominio GTPase juntamente com o carboxi-
terminal (SEPT5GC) e o0 amino-terminal com o dominio GTPase (SEPT5NG); todas fundidas
a uma cauda de histidina, foram sintetizados oligonucleotideos especificos (Tabela 10)
baseados na sequéncia codificante de SEPT5, depositadas no GenBank, sob o nimero de
acesso NM_002688. Os oligonucleotideos, além de flanquearem as sequéncias de interesse,
também possuiam sitios para enzimas de restricdo Nhel e Xhol, que permitiram a clonagem no
vetor de expressdo pET28a(+). As posi¢des dos aminodcidos que limitam cada versdo
truncada de SEPT5, as combinagdes dos oligonucleotideos e as temperaturas de anelamento
utilizadas para amplificacdo dos fragmentos de DNA em PCR estdo descritas na Tabela 11.
Os procedimentos de clonagem e propagacao dos plasmideos recombinantes em células de E.
coli Rosetta foram iguais aos descritos no item 2.2.2. As endonucleases utilizadas nas etapas
de digestdao de DNA foram Nhel e Xhol.

Tabela 10 - Oligonucleotideos utilizados para clonagem de SEPT5

Nome? Sequéncia® Coordenadas®
Sept5-Fow-Nhel GCGCTAGCATGAGCACAGGCCTGCG 1-30
Sept5-Rev-Xhol CCCTCGAGTCACTGGTCCTGCATCTGCTGCTTCATCCTC 1080 - 1110
Sept5-GTPase-Fow-Nhel GGCTAGCGGCTTTGACTTCACACTCATG 124 - 144
Sept5-GTPAse-Rev- CCTCGAGTTAGGTCATCTGCTGGATGCAG 930 - 948
Xhol

& Sublinhado, nome e sitio da enzima de restricdo
® localizago do oligonucleotideo na sequéncia codificadora, em pares de bases
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Tabela 11 - Combinacao dos oligonucleotideos para amplificar SEPT5 e coordenadas dos aminoécidos que
flanqueiam cada versédo truncada de SEPT5.

. i Temperatura . Tamanho  Coordenadas dos

Oligonucleotideos Dominios .

de anelamento (pb) aminoacidos
Sept5-Fow-Nhel

64 °C SEPT5NGC 1110 1a369
Sept5-Rev-Xhol
Sept5-GTPase-Fow-Nhel

64 °C SEPT5GC 987 42 a 369
Sept5-Rev-Xhol
Sept5-Fow-Nhel

60 °C SEPT5NG 948 1a316
Sept5-GTPAse-Rev-Xhol
Sept5-GTPase-Fow-Nhel

60 °C SEPT5G 825 42 a 316

Sept5-GTPAse-Rev-Xhol

2.3.2 Expressdo e purificacdo de SEPTS5NGC, SEPT5GC, SEPTS5NG e SEPTS5G

recombinantes

Coldnias isoladas de E. coli Rosetta hospedando o pET28-SEPTS5NGC ou pET28-
SEPT5GC, pET28-SEPT5NG e pET28-SEPT5G foram utilizadas para inducdo da sintese das
proteinas recombinantes. O procedimento de inducdo da expressdo foi realizado como
descrito para a SEPT3NGC e SEPT3GC no item 2.2.3. Ap6s inducdo as células foram
centrifugadas e o precipitado foi ressuspenso em 20 mL de tampédo A (Tris 25 mM, glicerol
5%, pH 7,8).

O procedimento de purificagdo da septina 5 e suas versdes truncadas foi baseado na
metodologia estabelecida para septina 4 (68, 110). A purificagdo das proteinas por
cromatografia de afinidade foi realizada em condigdes ndo desnaturante a 4 °C. A suspenséao
celular foi dividida em 4 fragdes de 5 mL e as células foram rompidas por 15 ciclos de 25
segundos de ultrassonicacdo intercalados por 35 segundos As fragGes sollveis e insollveis
foram separadas por centrifugacdo a 17.000 x g durante 30 minutos, a 4 °C. A fragdo sollvel
recolhida em tubo falcon adicionou-se 5 mM de imidazol e a mistura foi aplicada em coluna
de cromatografia contendo 2 mL de resina ativada com niquel, Ni-NTA super flow (Qiagen)
preequilibrida com 5 volumes de tamp@o A. O extrato protéico foi aplicado & coluna duas
vezes e em seguida a resina foi lavada com 20 volumes de tampao A com 10 mM de imidazol.

As proteinas recombinantes foram eluidas com 5 ou 10 mL de tampado A com 250 mM de
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imidazol. Em todas as etapas foram armazenadas aliquotas para analise em SDS-PAGE 15%.
As proteinas purificadas por cromatografia de afinidade a metal passaram por outra etapa
cromatografica com a finalidade de separar agregados protéicos. Volumes de 1 mL das
proteinas eluidas da afinidade foram aplicados em coluna cromatografica de exclusdo
molecular, Superdex 200 (HR 10/30, GE Healthcare), pré-equilibrada com tampdo A e
acoplada a um sistema Akta purifier (GE Healthcare). A cromatografia foi realizada a um
fluxo de 0,5 mL/min, com um volume de eluicdo de 1,3 volume da coluna e monitorada pela
absorbancia a 280 e 254 nm. Aliquotas de 1 mL foram coletadas e analisadas por SDS-PAGE
15% e em gel nativo gradiente 8-25 (PhastGel — GE Healthcare) utilizando-se o sistema
PhastSystem (GE Healthcare).

2.3.3 Alteracdes realizadas no procedimento de purificacdo de SEPT5G e SEPT5GC

Com o propésito de obter amostras homogéneas de SEPT5G e SEPT5GC algumas
modificacbes foram realizadas no procedimento de purificagdo destas proteinas. As
modificagdes concentraram-se principalmente na composicéo da solucdo tampéo utilizada nas
cromatografias. Na Tabela 12 estdo descritas as modifica¢Oes realizadas em cada teste. Apos
cada teste as amostras foram analisadas em SDS-PAGE 15% e em gel nativo gradiente 8-25
(PhastGel — GE Healthcare).
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Tabela 12 - Alteraces realizadas na purificacdo de SEPT5GC e SEPT5G

Teste Tampdo para cromatografia Tampdao para cromatografia Coluna
de afinidade de excluséo molecular

1 Tris 25 mM, Glicerol 5%, pH  Tris 25 mM, Glicerol 5%, pH  Superdex 200

7,8 7,8 Hiload 16/60,
refrigerada a
10C

2 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, 1,0 Superdex 200

0,1 mM GDP, 1,0 mM mM MgCl,, pH 7,8 HR 10/30

MgCl,, pH 7,8

3 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, Superdex 200
NaCl 500 mM, 0,1 mM GDP, NaCl 500 mM, pH 7,8 HR 10/30
1,0 mM MgCl,, pH 7,8

4 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, Superdex 200
NaCl 100 mM, 0,1 mM GDP, NaCl 100 mM, 1,0 mM HR 10/30
1,0 mM MgCl,, pH 7,8 MgCl, pH 7,8

5 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, Superdex 200
NaCl 50 mM, 0,1 mM GDP, NaCl 50 mM, pH 7,8 HR 10/30
1,0 mM MgCl,, pH 7,8

6 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, Superdex 200

NaCl 20 mM, 0,1 mM GDP, NaCl 20 mM, pH 7,8 HR 10/30

1,0 mM MgCl,, pH 7,8.

7 Tris 25 mM, Glicerol 10%, Tris 25 mM, Glicerol 10%, Superdex 200

NaCl 20 mM, 0,1 mM GDP, NaCl 20 mM, pH 7,8, 5 mM HR 10/30
1,0 mM MgCl,, pH 7,8, 5 mM  B-mercaptoetanol
B-mercaptoetanol
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Duplo hibrido de SEPT1, SEPT5 e SEPT7

3.1.1 Clonagem da sequéncia codificadora de SEPT5 fusionada ao dominio de ligacdo ao
DNA LexA

O Sistema do duplo hibrido utilizado foi constituido da proteina isca (SEPT1 ou SEPT5
ou SEPT7) fusionada ao dominio de ligagdo ao DNA LexA (BD-isca) e as presas
corresponderam a duas bibliotecas de cDNA fundido ao dominio de ativacdo da transcri¢éo
GAL4 (AD-presa). A varredura foi realizada utilizando-se a cepa L-40 de S. cerevisae, que
permite a identificacdo da interag@o entre isca e presa pela ativagcdo da transcricdo de dois
genes reporteres, LacZ e HIS3.

O primeiro passo para realizar o ensaio do duplo hibrido foi a construgdo do plasmideo
recombinante pBTM116kan-SEPT5NGC, no qual a ORF que codifica a isca SEPT5 foi
inserida de forma a ser expressa fusionada ao BDLexA. Com este objetivo, a sequéncia
codificadora de SEPT5 foi amplificada com oligonucleotideos especificos e inicialmente
inserida no plasmideo para clonagem de produto de PCR, pTZ57R/T. Apo6s a confirmacdo da
fidelidade da sequéncia por sequenciamento automatico, a sequéncia codificadora de SEPT5
foi retirada deste plasmideo, usando endonucleases especificas e inserida por reagdo de
ligagdo no plasmideo pBTM116kan. A confirmacdo da clonagem foi realizada por andlise do
padréo de restricdo dos clones com as endonucleases EcoRI e Sall e por sequenciamento do
DNA. Na Figura 5 ¢é apresentado o resultado da eletroforese em gel de &garose do DNA de 3
clones ap6s a digestdo com as enzimas de restricdo nos quais observa-se duas bandas de
aproximadamente 1.110 e 5.700 pb, correspondentes a SEPT5 e ao pBTM1l6kan,
respectivamente. Os resultados aqui apresentados referente ao procedimento de clonagem
correspondem apenas a SEPT5, pois como ja foi mencionado no item 2.1.3 da metodologia,
as clonagens da SEPT1 e SEPT7 em pBTM116kan foram realizadas pelos doutorandos
Marcel Nakahira e Luis Fernando Reyes, respectivamente.
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Figura 5 — Confirmacéo da clonagem de SEPT5 em pBTM116kan. 1, 2, 3 correspondem ao DNA plasmidial
de trés clones clivados com as enzimas de restrigdo EcoRl e Sall, e M ao padréo em pares de bases.

3.1.2. Testes de autoativacdo do gene reporter LacZ por BD-SEPT1, BD-SEPT5 e BD-
SEPT7 em L40

ApoGs obtermos as construgdes de DNA capazes de produzir as proteinas iscas
fusionadas ao BD (BD-isca), as respectivas constru¢des foram utilizadas para a transformacéo
da cepa L40 de S. cerevisae. As colbnias transformantes foram selecionadas em meio de
cultura SD sem triptofano, visto que o plasmideo pBTM116 confere auxotrofia a este
aminoacido para leveduras com o gendtipo Trp".

Como o sistema do duplo hibrido é baseado na reconstituicdo de um fator de
transcricdo funcional, foi necessario testar a capacidade de autoativagdo do sistema pela
proteina isca fusionada ao dominio de ligacdo ao DNA. Como descrito na literatura, varias
proteinas sdo capazes de ativar a transcricdo quando fusionadas ao dominio de ligacdo ao
DNA. Assim, as bibliotecas de cDNA utilizadas no duplo hibrido ndo sdo montadas de forma
que os cDNAs estejam fusionados ao BD ao invés do AD, justamente porque
aproximadamente 10% de cDNAs gerados aleatoriamente e inseridos em plasmideos BD tem
mostrado a capacidade de autoativar o gene repérter (111). A partir destas observagdes o teste
de autoativacdo do gene repdrter tornou-se etapa crucial no ensaio do duplo hibrido. O teste
para autoativacdo do gene reporter LacZ foi realizado por meio do ensaio da B-galactosidase
em papel de filtro. A presenca de coldnias azuis neste teste indica que BD-isca foi capaz de
ativar a transcrigdo e, desta forma, ndo € apropriada para os experimentos do duplo hibrido.

Realizamos o teste de auto-ativagdo com 3 colbnias isoladas de L40 expressando BD-SEPT1,
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BD-SEPT5 e BD-SEPT7 e nenhuma apresentou a coloragdo azul ap6s o contato com o
substrato da enzima B-galactosidade, logo as proteinas quimeéricas ndo foram eficientes na
ativacdo da transcricdo (Figura 6). Na literatura ha relatos apenas da SEPT4 ativando a
transcricdo e este problema foi contornado deletando o dominio amino-terminal de SEPT4,

resultando em SEPT4GC que ndo apresentou caracteristicas de fator de transcricéo (112).

Cortrotg 1,
&

.
Controle )

BD-SEPT1 BD-SEPTS

q?f,,o
‘:] a-._g;.;ul:l!)

BD-SEPT7

Figura 6 — Teste de autoativacdo de SEPT1, SEPT5 e SEPT7 fusionadas ao dominio de ligacdo ao DNA
LexA expressas em S. cerevisae. A coloragdo azul indica a ativagdo da transcri¢do do gene reporter
LacZ. O controle positivo (+) utilizado foi L40 expressando FEZ1 (1 — 392) fusionada ao dominio

de ligacdo ao DNA de LexA (92); e o controle negativo (-) L40 transformada com o plasmideo
pBTM116-kan.

Confirmado que SEPT1, SEPT5 e SEPT7 ndo ativavam a expressao [Ha
galactosidase, o proximo passo foi realizar o teste para verificar o escape na expressao do
gene repdrter HIS3. Para este fim coldnias isoladas de L40 expressando as BD-iscas foram
crescidas em meio SD sem triptofano e histidina, mas com a adigdo de 3-AT nas
concentragdes de 5, 10, 20, 30 e 50 mM. O 3-AT é um inibidor competitivo da proteina HIS3

que converte fosfato glicerol imidazol em fosfato acetol imidazol, um intermediario na rota de
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sintese de histidina, desta forma o 3-AT age reduzindo o escape da expressdo de HIS3. O
objetivo deste experimento é determinar qual a menor concentracdo de 3-AT na qual o
crescimento das col6nias ndo supere 1 mm de didmetro. Determinar esta concentragéo de 3-
AT foi importante para que na varredura da biblioteca ndo fosse utilizada uma concentragéo
muito baixa de 3-AT que resultasse em grande nimero de clones falso-positivos ou, ainda,
altas concentracdes que eliminassem interagcbes fracas ou moderadas. Nos experimentos
descritos neste trabalho, a concentracéo escolhida foi de 5 mM de 3-AT para o0 procedimento
de triagem das bibliotecas.

3.1.3 Varredura das bibliotecas

As septinas 1, 5 e 7 foram utilizadas como isca na varredura das bibliotecas de cDNA
de cérebro fetal e leucdcitos humanos por meio do ensaio do duplo hibrido com o propésito
de identificar possiveis parceiros protéicos. Na Tabela 13 é apresentada a quantidade total de
transformantes obtidos apos a transformacédo de leveduras e acompanhamento do crescimento
das coldnias por 7 dias. Este nimero variou de 117 colbnias para SEPT1, na biblioteca de
leuctcitos, a 17 para a mesma isca na biblioteca de cérebro fetal. Estas coldnias passaram por
vérias etapas para eliminagdo de interagdes falso-positivas. Inicialmente, estes clones foram
submetidos aos testes de ativacdo da transcricdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ pela anélise
do crescimento das mesmas em meio de cultura SD-WLH com 5 mM de 3-AT e do ensaio da
B-galactosidase.

As colbnias que foram positivas nos dois testes foram crescidas em meio de cultura
adequado para que o plasmideo pACT2, contendo 0s cDNAs dos possiveis parceiros
protéicos das septinas, fossem isolados. Apds a propagacdo destes plasmideos em bactéria,
seqguida de purificagdo, os mesmos foram sequenciados. O sequenciamento conduziu a
eliminacdo de mais clones falso-positivos, nos casos onde a sequéncia estava fora de fase com
0 ADGALA4, ou naqueles nos quais os insertos apresentavam tamanho muito reduzido,
correspondendo a pequenos peptideos. Ainda, outros clones foram eliminados porque faziam
parte de um grupo de falso-positivos que séo frequentemente identificados em ensaios de
duplo hibrido, como citocromo oxidase, proteinas ribossomais e proteinas mitocondriais
(113). Além disso, alguns insertos ndo apresentaram homologia com nenhuma sequéncia

conhecida ap6s analise junto ao banco de dados publico GenBank. Para finalizar esta



Resultados e Discussdes 81

exaustiva etapa de eliminacdo de falso-positivos foi necessario verificar se realmente a
ativacdo dos genes repdrteres era promovida pela interacdo da septina isca com a presa da
biblioteca. Com este propdsito realizou-se a cotransformacdo de L40 com os plasmideos BD-
isca junto com AD-presa, e AD-presa com o plasmideo pBTM116kan vazio. Nesta etapa,
apos a realizacdo do teste da B-galactosidase, foram eliminadas as presas que na auséncia da
proteina isca (SEPT1 ou SEPT5 ou SEPT7) foram capazes de ativar a transcricdo do gene
reporter, por interagirem com o dominio de ligagdo ao DNA LexA, presente no
pBTM116kan. A importancia de todos os testes para eliminagdo de clones falso-positivos
estd bem evidente na Tabela 13, na qual pode-se observar que a taxa de exclusdo de clones
ficou entre 53% para SEPT1 na biblioteca de cérebro fetal e 75% para SEPT5 na biblioteca de

leucécitos.

Tabela 13 - Perfil das triagens das bibliotecas de cDNAs com SEPTL1, SEPT5 e SEPT7. Quantidades de
coldnias obtidas e o0 nimero de provaveis interacdes apds eliminacdo dos falso-positivos.

Cérebro fetal Leucocitos
Septina  Col6nias Possiveis interagdes Colbnias Possiveis interacdes
SEPT1 17 8 117 37
SEPT5 31 14 47 12
SEPT7 - - 75 46

Ap0s analise das sequencias de cDNAS dos possiveis parceiros protéicos das septinas
1, 5 e 7 foram construidas as Tabelas 14, 15 e 16, com informagdes importantes como, a
representatividade de uma dada proteina dentro do total de clones identificados, 0os nimeros
de acesso junto ao GenBank e as funcBGes das proteinas na célula. As coordenadas dos
aminoacidos que delimitam o fragmento recuperado da proteina presa também estdo
disponiveis nas tabelas supra citadas. Esta informacéo é importante, pois nos casos em que as
proteinas ndo foram pescadas inteiras foi possivel identificar qual o dominio da presa que
interage com a isca. Em uma analise global dos dados, pode-se observar que SEPT1, SEPT5 e
SEPT7 tiveram como principais parceiras outras septinas, corroborando com vérios dados da
literatura que mostram septinas interagindo entre si (50-52). As presas que ndo foram septinas
corresponderam a 13, 27 e 4% para SEPT1, SEPT5 e SEPT7, respectivamente (Figura 7).



Tabela 14 — Proteinas que interagiram com SEPT1 identificadas pela varredura com o sistema do duplo hibrido em leveduras

Proteina/abreviacéo Numeros de clones  Residuos da proteina Dominio da proteina  NUmero de Funcéo
Total/CFH'/ LEU>  (Total e recuperado) recuperado acesso
Septina 1/SEPT1 03/-/03 (372) Inteira (NGC) NM_052838.2 Divisdo celular, ciclo celular
1-372
Septina 2/SEPT2 02/01/01 (367) Inteira (NGC) BAA09928 Divisdo celular, ciclo celular,
1-367 citocinese
Septina 6/SEPT6 14/01/13 (491) Inteira (NGC) EAWB89857 Divisdo celular, ciclo celular
1-491
Septina 9/SEPT9 15/-115 (422) Inteira/ dominio NM_001113492 Divisdo celular, ciclo celular
1-422 GTPase com carboxi-
32-422 terminal (GC)
77-422
126-422
69-422
Septina 11/SEPT11 03/03/- (429) Inteira/ dominio NM_018243 Divisdo celular, ciclo celular
1-429 GTPase com carboxi-
32-429 terminal (GC)
Septina 4/SEPT4 01/-/01 (459) dominio GTPase com NM_080416 Divisdo celular, ciclo celular,
78-459 carboxi-terminal (GC) regulacédo da apoptose
Septina 5/SEPT5 01/-/01 (369) dominio GTPase com NM_002688 Ciclo  celular, citocinese,
18-369 carboxi-terminal (GC) regulacéo da exocitose,
enderecamento de vesiculas
Isoforma 1 da proteina2 01/-/01 (121) Inteira NM_182620 Manutencdo da placa da
associada ao cinetocoro 1-121 metafase e/ou silenciamento do
e fuso/Skal checkpoint do fuso
Proteina associada ao 02/-/02 (994) Dominio carboxi- AF083322 Maturacao do centrémero
centriolo /CEP110 660-994 terminal
567-994
Ubiquitin-conjugating 03/ 03/ - (158) Inteira NM_003345 Regulagéo de processos
enzyme E21/Ubc9/ E1 1-158 metabdlicos de proteinas, ciclo
SUMO-ligase 7-158 da ubiquitina

'Cerébro Fetal Humano (em vermelho)

“Leucocitos(em azul)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_052838.2�

Tabela 15 - Proteinas que interagiram com SEPTS5 identificadas pela varredura com o sistema do duplo hibrido em leveduras

NUmeros de clones

Proteina/abreviacéo Residuos da proteina Dominio da proteina ~ NUmero de acesso  Funcéo
Total/CFH'/ LEU® (Total e recuperado) recuperado
Septina 2/SEPT2 01/-/01 (367) Inteira BAA09928 Divisdo celular, ciclo celular,
1-367 citocinese
Septina 5/SEPT5 01/01/- (369) Inteira NM_002688 Ciclo celular, citocinese,
1-369 reegulagdo da exocitose ,

enderecamento de vesiculas

sinépticas
Septina 6/SEPT6 08/01/07 (491) Inteira EAWB89857 Divisdo celular, ciclo celular
1-491
Septina 8/SEPT8 06/06/- (429) Inteira NM_015146 Diviséo celular, ciclo celular,
1-429 secrecdo granular em
plaquetas
Septinall/SEPT11 03/03/- (429) Inteira NM_018243 Divisdo celular, ciclo celular
1-429
sorting nexin 6/SNX6 01/-/01 (406) Dominio de AAD27829 Trafego intracelular
307-406 dimerizacéo carboxi-
terminal
Ubiquitin-conjugating 06/ 03/ 03 (11i§23 Inteira NM_003345 Regulagdo de processos
enzyme E21/Ubc9/ E1 7,158 metabolicos de proteinas, ciclo

SUMO-ligase da ubiquitina

'Cerébro Fetal Humano (em vermelho)  “Leucécitos(em azul)



Tabela 16 - Proteinas que interagiram com SEPT7 identificadas pela varredura com o sistema do duplo hibrido em leveduras

NUmeros de clones

Proteina/abreviacéo Residuos da proteina Dominio da proteina  NUmero de acesso  Fungéo
Total/CFH'/ LEU® (Total e recuperado) recuperado

Septina 1/SEPT1 01/-/01 (372) Dominio amino- NM_052838.2 Divisdo celular e ciclo celular
12-218 terminal com GTPase

Septina 6/SEPT6 10/-/10 (491) Inteira EAWB89857 Divisdo celular e ciclo celular
90- 491 Dominio GTPase com
1-491, 4-491, 3-491 carboxi-terminal

Septina 9/SEPT9 33/-/33 (422) Inteira, NM_001113492 Divisdo celular e ciclo celular
1-422 Dominio GTPase com
117-422, 77-422 carboxi-terminal

126-422, 32-422
95-422, 69-422

ralA binding protein 02/-/02 (655) Dominio carboxi- NM_006788.3 Regulacdo da atividade
1/RALBP1 511-655 terminal GTPase e transporte

'Cerébro Fetal Humano (em vermelho)  “Leucécitos(em azul)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_052838.2�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_006788.3�
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Figura 7 — Representacao grafica dos parceiros protéicos de SEPT1, SEPT5 e SEPT7 identificados através
do duplo hibrido

3.1.4 Interagdes entre septinas

Nas Tabelas 14, 15 e 16 pode-se observar que as proteinas presas correspondentes as
septinas encontram-se com sua composicao estrutural completa (NGC) ou foram recuperadas
nas formas GC ou NG, faltando um dos dominios flanqueadores do dominio GTPase, mas
nunca este ultimo. A presenca do dominio GTPase (G) sugere que este dominio seja essencial
para a interacdo entre septinas, da mesma forma que foi observado na estrutura cristalogréafica
do complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7 e do dimero SEPT2-SEPT2 (46).
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Analisando os dados da Figura 7, verifica-se que cada septina isca teve uma septina
preferencial: para SEPT5 foi a SEPT6, correspondendo a 30% das presas, e para SEPT1 e
SEPT7 foi a SEPT9 em um total de 34 e 72%, respectivamente. Continuando a analise neste
sentindo, pode-se observar também que SEPT6 como presa interagiu com as trés iscas, sendo
0 principal parceiro no caso de SEPT5 ou o segundo para SEPT1 e SEPT7. Além disso, 0s
resultados apresentados na Figura 7 e na Tabela 17 ilustram bem que as iscas tiveram como
principais parceiras septinas pertencentes a grupos distintos ao seu na classificagdo: grupo |
(SEPT3, SEPT9 e SEPT12), grupo Il (SEPT6, SEPT8, SEPT10 e SEPT11), grupo Il
(SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPTS5) e grupo IV (SEPT7 e SEPT13) (Figura 2, item 1.3).
Assim, SEPT7 como isca interagiu com os grupos I, Il e IlI, mas ndo com septinas
pertencentes ao seu grupo (IV). Ja as SEPT1 e SEPT5 integrantes do grupo 1ll, apesar da
preferéncia pelas septinas dos grupos | e Il, apresentaram algumas associagdes com septinas
do seu grupo. A septina 5 com 89% de parceiros, concentrou as associagdes no grupo Il. A
SEPT?7 interagiu quase que exclusivamente com a SEPT9 do grupo | (75%), e SEPT1 ao
contrério de SEPT5 e SEPT7 teve a maior parte de seus parceiros entre os grupos | e 11, com
38% e 44%, respectivamente (Tabela 17).

Tabela 17— Perfil das interacdes de SEPT1, SEPT5 e SEPT7 com cada grupo de septinas humanas. Em
vermelho esta destacado o grupo em que as septinas iscas sdo classificadas.

PRESA ISCA

SEPT1 SEPT5 SEPT7
Grupo | 38% 0% 5%
Grupo Il 44% 89% 23%
Grupo Il 18% 11% 2%
Grupo IV 0% 0% 0%

A preferéncia por septinas de grupos diferentes ao da isca nos reporta ao classico
complexo de septinas humanas e as regras de Kinoshita para interagdes entre septinas (45, 46,
48). Recordando as regras, Kinoshita propde que as septinas tendem a interagir com septinas
de grupos diferentes; e septinas do mesmo grupo poderiam substituir suas parceiras de grupo
dentro do complexo formado por SEPT2, SEPT6 e SEPT7. Neste complexo as septinas
pertencem a trés dos quatro grupos de septina de mamiferos e estdo dispostas como um

hexamero composto por duas unidades de cada septina (Figuras 3, item 1.4 e Figura 8A).
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Segundo a proposta de Kinoshita, SEPT2 poderia ser substituida por qualquer septina
do grupo Ill, SEPT6 por qualquer um dos componentes do grupo Il e SEPT7 apenas por
SEPT13. Seguindo este raciocinio, a SEPT5 substituiria a SEPT2 neste filamento (Figura 8C)
e poderia interagir com qualquer integrante do grupo Il. Os dados obtidos neste trabalho
confirmam esta proposta, visto que SEPT5 teve como principais parceiros as septinas 6, 8 e
11 (Figuras 7). Dando continuidade a analise, SEPT5 ndo pescou SEPT7 como presa,
resultado este esperado, ja que no complexo ndo haveria um contato direto entre elas.

Pensando que septinas tendem a interagir apenas com septinas de grupos diferentes
para formar as estruturas filamentosas, seria dificil explicar a interacdo observada entre
SEPT5 e SEPT2. Tendo em vista o centro do hexdmero de septinas na Figura 8A, temos um
dimero de SEPT2 que poderia ser substituido pelo dimero de qualquer septina do grupo IlI.
Pode-se especular que nesta posicdo seria possivel ter um heterodimero de septinas do mesmo
grupo, visto que tem-se a interacdo entre duas septinas iguais, ou seja, do mesmo grupo. Esta
suposi¢do é fundamentada nas interacdes heterodiméricas entre septinas do mesmo grupo que
ja foram relatadas na literatura, sendo um dos exemplos a interacdo supracitada, SEPT2-
SEPTS5 (114). Porém, o fato de ter sido pescada apenas uma interacdo com SEPT2 usando a
isca SEPT5 ndo permite descartar a hipotese de artefato. De qualquer modo, a maior parte das
interacOes detectadas para SEPT5 estdo de acordo com as observagdes de Kinoshita e com a
estrutura do complexo.

Para a isca SEPT1 o raciocinio € o mesmo, pois tanto SEPT1 como SEPT5 sédo
integrantes do grupo Il e SEPT1 interagiu com todas as septinas deste grupo, além disso,
interagiu com septinas do grupo Il (Tabela 17 e Figura 8B). A SEPT1 da mesma forma que
ocorreu com SEPT7 apresentou uma forte tendéncia a interagir com a SEPT9 do grupo I, 0
que levanta a questdo de como tal grupo faria parte destas estruturas. Alguns complexos ja
foram identificados em que septinas deste grupo estavam presentes, SEPT7-SEPT11-SEPT9 e
SEPT7-SEPT3-SEPT5 (50-52). Comparando as substituicbes em relacdo ao complexo
SEPT7-SEPT6-SEPT2, pode-se dizer que o grupo | poderia substituir tanto as septinas do
grupo Il quanto as do grupo Ill, o que vai de encontro aos resultados obtidos. SEPT9 foi
identificada como parceira de SEPT7 e SEPT1, no primeiro caso estaria substituindo septinas
do grupo Il e, no segundo, septinas do grupo Il (Figura 9). Deve-se considerar que apesar das
substituicOes aqui sugeridas para as septinas do grupo | terem sido baseadas no complexo 7-6-
2, varios estudos complementares ainda sdo necessarios para sua validagdo. Considerando 0s
resultados apresentados por Kagata e colaboradores, referente a identificagdo do complexo 7-

9-11, nos quais também demonstram, por ensaios de pull down, as interagdes diméricas
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SEPT7-SEPTY9, SEPT9-SEPT11 e SEPT7-SEPT11, fica evidente que dentro da estrutura
trimérica pode ocorrer varias combinagfes entre as septinas 7, 9 11 (52). Com relacdo a
associacdo de SEPT7 com SEPT6, esta s6 vém mais uma vez solidificar os dados da estrutura
cristalografica, 2-6-7 (46).

Figura 8 - Esquema ilustrativo de possiveis hexdmeros de septinas dos grupos I, 111 e 1V formados por
SEPT1 e SEPT5 com suas parceiras identificadas através do duplo hibrido. Em A, hexadmero
das septinas humanas SEPT2, SEPT6 2 e SEPT7. Em B e C, combinagles de septinas para a
formacdo de hexadmeros baseado nas septinas que interagiram com SEPT1 e SEPTS5,
respectivamente. Em algarismo romano estéo identificados os grupos as quais as septinas pertencem.

. -

Figura 9 — Esquema ilustrativo de possiveis distribuicdes das septina nos complexos SEPT7-SEPT9-
SEPT11 e SEPT3-SEPT5-SEPT7 baseado no hexamero 7-6-2-2-6-7. Em algarismo romano
estdo identificados os grupos as quais as septinas pertencem.
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Os complexos trimericos de septinas de mamiferos ndo sdo Unicos; composicdes
diméricas tém sido identificadas também, como por exemplo, SEPT4-SEPT8, SEPT5-
SEPT11, SEPT5-SEPTS8, SEPT6-SEPT12, SEPT11-SEPT12, por meio de ensaios in vivo e
in vitro (63, 115-118). Os dimeros de septinas abrem um grande leque de possibilidades de
associagdes entre septinas deixando evidente que pouco se sabe sobre a complexidade dessas
moléculas.

Outra evidéncia que d& suporte & fidelidade das interacdes identificadas foi a
reciprocidade observada quando algumas septinas obtidas como presas (SEPT6, SEPTS8 e
SEPT9) neste trabalho foram usadas, por outros estudantes do projeto do “interactoma das
septinas”, como iscas e pescaram as septinas aqui apresentadas como iscas. Por exemplo, a
SEPT6 como isca pescou SEPT1, SEPT5 e SEPT7; a SEPT8 pescou a SEPT5 e finalmente
SEPT9 resgatou a SEPT7 como presa (artigo em fase de publicacéo).

3.1.5 Parceiros protéicos diferentes de septinas

Embora SEPT1, SEPT5 e SEPT7 apresentaram uma evidente preferéncia por septinas
como parceiros protéicos, nos encontramos outros parceiros que funcionalmente estdo
envolvidos na manutencdo da placa na metafase, na maturacdo do centrémero, no tréfego
intracelular, na regulacdo de processos metabolicos de proteinas e na regulacdo da atividade
GTPésica (Tabelas 14, 15 e 16).

SEPT1 resgatou duas proteinas envolvidas na divisdo celular, a isoforma 1 da proteina
2 associada ao cinetécoro e fuso (Skal) e uma proteina que se encontra associada ao centriolo
(CEP110), sendo que estas proteinas representaram 13% das interacbes de SEPT1. O
centrossomo é o maior centro organizador de microtdbulos em vérias células de vertebrados e
tem sido relacionado a organizacdo dos fusos na mitose e, na interfase, ele organiza arranjos
de microtibulos que servem como trilhos para o transporte de proteinas, organelas e
cromossomos; além de estarem envolvidos na polarizagdo celular e na formacdo de cilios e
flagelos (119, 120). A proteina CEP110 foi identificada como integrante do centrossomo por
meio de varredura de uma biblioteca de expressdo utilizando-se um soro humano contendo
anticorpos contra o centrossomo (121). Analises de imunolocalizacdo de CEP110 durante o
ciclo celular sugerem que a distribuicdo de CEP110 dependente do ciclo celular é Unica,

quando comparada com outras proteinas do centrossomo. Ela é detectada no centrossomo em
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G1, no entanto, apds a duplicacdo do centrossomo e separacdo CEP110 € observada em
associacdo com um dos centrossomos, provavelamente o parental. Este padrdo persiste até o
inicio da préfase, momento em que CEP110 é detectada também no segundo centrossomo.
Enquanto muitas proteinas centrossomais acumulam-se nos centrossomos com a aproximacao
da mitose, CEP110 quase desaparece e reaparece com a transicdo da tel6fase para G1. A
distribuicdo distinta de CEP110 conduz a especulacdes que esta proteina atue na organizacdo
precoce e na maturacdo dos centrossomos. Dados obtidos por outros autores conduzem a
mesma suposi¢do, pois CEP110 foi encontrada junto com a proteina nineina em pontos do
centrosssomo associados a sua maturacao (122).

A proteina Skal esta envolvida na divisdo celular atuando na manutencdo da placa na
metafase e/ou no silenciamento do ponto de checagem (checkpoint) de montagem dos fusos
(123). Hanisch e colaboradores demonstraram que Skal localiza-se no cinetécoro e em fusos
mitoticos, além de se associar a Ska2, formando um complexo protéico associado ao
cinetécoro. Anélises da deplecdo do complexo Ska em células Hela S3 indicaram que este
complexo ndo foi necessario para a estrutura global do cinetocoro, no entanto, observou-se
que ocorreu um atraso na mitose, apesar dos cromossomos ja se encontrarem alinhados na
metafase. Uma interpretacdo para este fendtipo foi que as celulas foram ineficientes em
manter uma associacdo estavel entre os microttbulos do fuso e o cinetécoro, simultaneamente
ndo satisfazendo o checkpoint de montagem dos fusos. Na tentativa de elucidar qual o papel
do complexo Ska na segregacdo dos cromossomos Welburn e colaboradores demonstraram
que o complexo Ska é um componente direto da interface cinetdcoro-microtubulo (124). Este
complexo exibe vérias caracteristicas que sugerem um papel importante na juncdo do
movimento do cromossomo com a depolimeriza¢cdo dos microtubulos, incluindo a dupla
localizacdo dos cinetdcoros para os microtubulos do fuso durante a mitose, caracteristica
fundamental para adequada segregagdo dos cromossomos. Além disso, este complexo possui
uma atividade de ligag&o direta nos microtdbulos, com a formagdo cooperativa de oligdmeros
sobre os microtubulos, os quais foram capazes de movimenta-se durante a depolimerizacdo
dos microtubulos (124).

As fungbes as quais Skal e CEP110 estdo envolvidas nas células fazem destas
proteinas dois alvos de grande interesse para a caracteriza¢do da interacdo com SEPT1, visto
que septinas ha muito tempo sdo relacionadas com os processos de divisdo celular. No inicio
com a confirmagéo da presenca do complexo de septinas de leveduras no septo promovendo a
separagdo de células mée e filha; em seguida, quando funcbes similares foram observadas

com septinas de Drosophlyla e C. elegans nos sulcos de clivagem e, finalmente, quando
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septinas humanas foram identificadas interagindo diretamente com proteinas envolvidas em
diferentes etapas do ciclo celular (9, 41, 53, 76, 125). Por exemplo, SEPT9 localiza-se em
microtubulos, no sulco de clivagem e em diversos estagios da mitose sugerindo importantes
fungOes para SEPT9 na segregacgédo dos cromossomos e/ou na conclusdo da diviséo celular por
afetar a formacgdo, desmontagem ou a dindmica do fuso mitético (59). Outros trabalhos
relacionam SEPT2, SEPT6 e SEPT7 com a segregacdo de cromossomos por interagir com
CENP-E (Proteina E associada ao centrdmero) (53, 54).0s autores sugerem que as septinas de
mamiferos formam um andaime no centro do plano do fuso mitético que coordena varios
passos importantes na mitose. Primeiro na metéafase este andaime seria requerido para a
manutengdo de CENP-E nos cinetcoros e consequentemente para a congregacdo dos
cromossomos. Em segundo, as septinas estariam envolvidas indiretamente na regulacdo do
tempo da segregacdo do cromossomo, porque a manutencdo de CENP-E nos cinetdcoros é
critica para a ativagdo do checkpoint mitotico. E finalizando, durante a anafase, o andaime de
septinas permaneceria dentro do fuso central, onde seria requerido para a segregacdo dos
cromossomos e elongacdo do fuso. CENP-E é uma proteina motora, uma cinesina mitotica,
requerida para a ligagdo estavel do cinetécoro em microtubulos do fuso. Dele¢cdes em CENP-
E resultam em um alinhamento inapropriado dos cromossomos e perda da manutengdo do
checkpoint mitético (126). Finalmente, algumas evidéncias ja haviam criado esta ponte entre
SEPT1 e a segregacdo de cromossomos, quando Qi e colaboradores identificaram SEPT1
como substrato da serina/treonina quinase Aurora-B, uma quinase requerida para segregacao
dos cromossomos e citocinese (76). A interacdo entre SEPT1 e aurora-B foi demonstrada in
vitro e in vivo, onde ambas as proteinas se localizaram no sulco de clivagem durante a tel6fase
e a citocinese, e SEPT1 foi fosforilada por aurora-B em vérios sitios. Apesar de precisarem
ser experimentalmente validados, estes dados permitem propor que a dindmica de montagem
e desmontagem de septinas pode ser regulada por aurora-B como ocorre com outras proteinas
de filamentos intermediarios (por exemplo, vimentina). Outro dado animador em relagdo a
Skal, possivel parceiro protéico aqui mencionado para SEPT1, é que a quinase aurora-B
fosforila a proteina Ska3 durante a mitose e Ska3 tem o papel de coordenar a cooperatividade
da formacdo dos oligdmeros de Skalao longo dos microtibulos do fuso (127, 128).

Tanto SEPT1 quanto SEPTS5 tiveram como principal parceiro protéico ndo septina a
enzima conjugadora de ubiquitina E2 (UBE21/Ubc9), proteina homdloga a Ubc9 de leveduras
também conhecida como E1 SUMO-ligase. SUMO (Small ubiquitin-related modifier) sdo
proteinas estruturalmente relacionadas com a ubiquitina e que se liga covalentemente a

residuos de lisina das proteinas substratos, em um processo de trés etapas similar ao que
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envolve a ubiquitinacdo de proteinas. A sumoilacdo se inicia quando a SUMO ¢ ativada por
uma enzima ativadora-E1 seguida por sua transferéncia para a enzima conjugadora-E2,
finalizando com SUMO sendo transferida da enzima conjugadora-E2 para o substrato protéico
(129). Ubc9 é uma enzima conjugadora-E2, que reconhece o substrato e catalisa a ligacdo
entre a glicina 97 de SUMO e um residuo de lisina do substrato, por essa razdo é um
regulador chave da sumoilagdo. A sumoilacdo é um processo dindmico que comumente ndo
resulta em degradacdo de proteinas, mas aumenta a estabilidade de proteinas e é importante na
localizacdo subcelular de proteinas. Diferente da ubiquitinacdo, um motivo consenso,
WKXE/D, tem sido identificado para sumoilagdo. O simbolo W representa um residuo
hidrofébico e X corresponde a qualquer aminoacido. Analises de sequéncias de proteinas tém
mostrado que nem todas as proteinas que possuem este motivo sdo sumoiladas, indicando que
deve existir algum mecanismo de regulagdo (130, 131). Desde a sua descoberta em 1966, a
SUMO tem sido encontrada ligada a vérias proteinas que participam de diversos processos
celulares, como transcrigéo, reparo do DNA, transporte nuclear, transducdo de sinal, e o ciclo
celular (131). Estudos genéticos em organismos modelos tém relacionado SUMO com a
dindmica dos cromossomos, ilustrando assim a diversidade das funcBes desta proteina.
Algumas generalizagdes sdo feitas em relagdo ao efeito da ligagédo de SUMO ao substrato, por
exemplo, SUMO alteraria a interacdo do substrato com outras macromoléculas; em interacdes
proteina-proteina frequentemente ela promove a montagem de varios complexos multi-
protéicos.

A sumoilacdo em septinas ja foi mostrada por Johnson e colaboradores quando
identificaram as septinas de leveduras, CDC3, CDC11 e Shs1/Sept7 entre as proteinas mais
sumoiladas durante a divis@o celular (132). Eles identificaram uma sequéncia consenso,
(IVL)KX(ED), nestas septinas, na qual mutacdes resultaram na eliminacdo da maioria de
SUMO associada ao septo. Células mutantes para este consenso apresentaram defeitos na
desmontagem dos anéis de septinas, resultando no acumulo de anéis de septinas como
marcadores de sitios prematuros da divisdo. Desta forma, a ligacdo de SUMO em septinas de
leveduras tem um papel importante na regulacdo da dindmica dos anéis de septinas durante a
divisdo celular. Em outro trabalho, Jonhson e Gupta identificaram a proteina Siz1 como uma
proteina que auxilia a ligagdo de SUMO a septinas de leveduras estimulando acentuadamente
a sumoilacdo de septinas in vitro (133). A fim de analisar se SEPT1 e SEPT5 possuem sitios
de sumoilagdo nds submetemos as sequéncias destas proteinas a analise no programa
SUMOplot™ Prediction disponivel na web. Na tabela 18 apresentamos o resultado desta
analise onde foram identificados 3 provavéis sitios de sumoilacdo em SEPT1 e SEPT5. Os
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sitios abaixo listados foram os determinados pelos parametros do programa como 0s que
apresentam alta probabilidade de serem sumoilados, outros sitios foram identificados, mas
com baixa probabilidade de serem alvos para SUMO. A identificacdo deUbc9 como parceira
protéica de SEPT1 e SEPT5, somada aos relatos referente a sumoilacdo de septinas de
leveduras e a presenca de sitios preditos de sumoilacdo em SEPT1 e SEPT5 séo fortes
evidéncias que a sumoilacdo é uma modificacdo pos-traducional envolvida na regulacdo das

fungOes de septinas em humanos, pelo menos com relagdo a SEPT1 e SEPTS5.

Tabela 18 — Identificacdo de possiveis sitios de sumoilagdo em SEPT1 e SEPT5 por meio do programa
SUMOplot™ Prediction

Septina Posicdo do residuo de lisina (K) Motivo Score
K192 LKEE 0.91

SEPT1 K21 VKKG 0.76
K171 GKAD 0.67
K348 MKDE 0.80

SEPTS K190 AKAD 0.79
K40 VKKG 0.76

SEPT5 também teve como parceira protéica a SNX6, sortin nexin 6. SNX6 pertence a
uma grande familia de proteinas caracterizadas pela presenca de um dominio homélogo a
phox, 0 SNX-PX, que integra um subgrupo da grande familia dos dominios PX (134). As
SNXs tém sido identificadas desde leveduras, com 10 representantes, a mamiferos com 33
representantes. Em todas as SNXs estudadas, o dominio SNX-PX atua como um motivo de
ligagdo a fosfato de fosfatidilinositol (PtdInsPs), auxiliando na marcacgdo destas proteinas para
membranas ricas nestes lipideos. Além do dominio SNX-PX estas proteinas possuem uma
variedade de dominios de interagdo proteina-proteina, motivos estes que podem participar da
sua localizagdo subcelular ou na sua habilidade de forma complexos em membranas
enriquecidas com PtdInsPs (135). As SNXs estdo envolvidas na regulacdo do trafego
intracelular da rota endocitica, em etapas como a triagem e sinalizacdo endossomal. Alguns
autores sugerem que SNX6 regula a funcdo do oncogene Pim-1, da proteina de tumor
controlada transducionalmente (TCTP) e de alguns integrantes da familia de receptores
treonina/serina quinase de fatores de crescimento TGFp (136). Em relatos mais recentes,
Wassmer e colaboradores mostraram que SNX6 e SNX5 sdo potenciais componentes do

retrdmero de mamiferos (137). O retrdbmero é um complexo protéico que se associa com a



94 Resultados e Discussdes

face citosélica do endosomo e medeia o transporte retrogrado de proteinas transmembranas do
endossomo para a rede trans-Golgi. A interacdo de SEPT5 e SNX6 é biologicamente
relevante visto que, varias outras proteinas que tém sido descritas interagindo com septinas
sdo relacionadas para o trafego intracelular e ou endocitose (59, 79).

Finalizando, o Unico parceiro protéico de SEPT7 diferente de septinas foi a RalBP1,
ralA binding protein 1, também conhecida como RLIP76, RIP1 e citocentrina. RalBP1 ¢
expressa ubiquamente no corpo humano e foi originalmente identificada exibindo uma
atividade ATPase dependente do conjugado dinitrofenil-S-glutationa (DNP-SG ATPase)
(138). Mais tarde, RalBP1 foi clonada como uma proteina que se liga a RalA, sendo que, esta
ligagdo s6 ocorre quando RalA se encontra na forma RalA-GTP e por meio do dominio efetor
de RalA (139, 140). RalBP1 possui um dominio GAP (proteina ativadora de GTPase)
homdlogo ao GAP Rho/Rac e sua atividade GAP tem sido demonstrada para proteinas G
Rho/Rac (139, 141, 142). Desde que a atividade ATPase DNP-SG foi mostrada, varios
estudos tem apontado a importancia da funcéo de transportador para RalBP1, especialmente
de agentes quimioterapicos, drogas antiepilépticas, conjugados eletrofilicos, entre outros.
RalBPL1 é considerada um transportador dependente de ATP distinto dos transportadores ABC
e ndo apresenta nenhum aparente dominio transmembra ou o classico dominio Walker. Além
de atuar como um transportador, RalBP1 também atua como um regulador de varias proteinas
de respostas a estresses; em condicdes fisiologicas normais ela é encontrada na forma de um
complexo com Hsf-1 (heat shock factor-1), tubulina, HSP90 e Ral. HSP90 e Hsf-1 sdo
liberadas deste complexo em resposta a injdria por radiacdo e quimicos a qual resulte em
estresse oxidativo e RalBpl parece controlar a liberacdo de Hsf-1. Varias outras funcdes séo
atribuidas a RalBpl que a fazem uma proteina multifuncional. Por exemplo, ela desempenha
uma funcéo, ainda ndo conhecida, na endocitose de uma variedade de receptores tais como, 0
fator de crescimento epidérmico (EGF), a transferrina, a insulina, entre outros. A ligagdo de
RalBP1 a proteina reguladora do ciclo CDK1 (Cdc2) é importante para a finalizacdo de
mitose, e Cdc2 também tem um efeito inibidor na fun¢do de transportador de RalBP1l. A
inibicdo é atribuida ao fato que apos ligar ao complexo (RalBP1, Cdc2 e ciclina), RalBP1
dissocia da membrana para funcionar como um motor no movimento do fuso na mitose (143-
145).

Para muitas GTPases, a taxa de conversdo da forma ativa ligada a GTP para a forma
inativa ligada a GDP envolve a assisténcia de outras proteinas, como as GAP (proteina
ativadora de GTPase) e as GEF (fator de troca do nucleotideo guanina). As septinas compdem
uma familia de proteinas de ligacdo ao nucleotideo que possuem os motivos GTPase similares
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ao da familia das Ras GTPases. Devido a sua baixa atividade GTPase intrinseca e lenta taxa
de troca GDP-GTP, GTPases Ras requerem GAP e GEF, como fatores adicionais, para
promover a atividade GTPase e a troca de nucleotideo. Varios fatores sdo descritos na
literatura, como o ja mencionado RalBP1, mas para septinas sdo poucos os relatos de fatores
associados a elas. Foi observado que mutaces na GEF de Cdc42 e nas GAPs Rgal, Rga2 e
Bem3 resultam em defeitos na montagem das septinas sugerindo que a montagem do anel de
septinas de leveduras no septo é regulada pela GTPase Cdc42 e/ou pelas suas proteinas
efetoras (17, 146). Kinoshita e colaboradores mostraram que SEPT2 pode regular a absor¢ao
de glutamato mediada por GLAST e que a interacdo entre GLAST e SEPT2 é dependente da
forma SEPT2-GDP. Neste trabalho, os autores sugerem uma atividade GEF para GLAST em
relacdo a SEPT2, postulam que SEPT2-GDP se liga a GLAST inativando-o, e que a ligacéo
de glutamato e/ou algum outro sinal, relacionado a absorcdo de glutamato, pode elicitar a
troca de nucleotideo de SEPT2, resultando na conversdo de SEPT2-GDP para SEPT2-GTP.
Desta forma, GLAST pode ser liberado de SEPT2-GTP aumentando sua atividade (42). Em
outro trabalho Nagata e Inagaki identificaram uma proteina, a qual nomearam de SA-RhoGEF
(septin-associated RhoGEF). Esses autores observaram que a expressao transiente de SEPT9
em células COS7 e Hela inibia a ativacdo de Rho dependente de SA-RhoGEF e que a
expresdao de AS-RhoGEF em células REF52 alterava as estruturas filamentosas de septinas
endogenas. Estes sdo 0s poucos relatos de interacdes entre GAP e GEF com septinas, e assim,
devemos considerar que pouquissimo se sabe sobre a atividade GTPase das septinas, como ela
é regulada e qual a importancia para sua funcéo na célula. Desde que se tem conhecimento da
baixa atividade GTPase das septinas, especula-se que outras proteinas devam ser necessarias
para controlar esta atividade (147). A identificacdo de parceiros protéicos como GAP e GEF
poderd ajudar a completar as lacunas que existem com relacdo a atividade GTPésica das
septinas.

Pode-se especular que alguns dos diversos papéis funcionais de septinas estdo
intrinsecamente relacionados as suas interacdes fisicas, 0 que poderia explicar como uma
septina pode ter multiplas funcdes em diferentes tecidos e em diferentes momentos do ciclo
celular e do desenvolvimento. Isto € claramente observado quando analisamos a diversidade

de parceiros protéicos ja relacionados a septinas.
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3.1.6 Andlise qualitativa da forga das interacoes

Apesar das interacfes ndo terem sido validadas com ensaios in vitro ou in vivo, ha
fortes evidéncias que as mesmas nao sdo escapes da técnica do duplo hibrido, pois em alguns
casos a alta representatividade na varredura enfraquece esta hipétese. Foi realizado um ensaio
qualitativo visando avaliar a forga relativa das interagOes e dar suporte a veracidade de tais
interacbes. Neste ensaio colbnias de leveduras expressando os parceiros protéicos foram
submetidas a condigOes crescentes de estrigéncia no meio de cultura, aumentando a forga
seletiva, que neste caso foi a adi¢cdo de concentragdes crescentes de 3-AT no meio de cultura
sem histidina. Neste ensaio pode-se avaliar a forca da interacdo pela maior ou menor
capacidade da levedura de proliferar sob as condic¢des ensaiadas. Utilizou-se SEPT5-SEPT8
como controle para interagdo forte, apoiada nos relatos de Martinez e colaboradores que
através de ensaios quantitativos da atividadp da -galactosidase igualaram a forca da
associacdo entre SEPT5 e SEPT8 com a forca da interacdo entre a proteina p53 e 0 antigeno-T
maior do SV40, conhecida como uma interagéo forte (97, 148). O ensaio foi realizado com a
SEPT5 e seus parceiros protéicos SNX6, SEPT2, SEPT5, SEPT6 e SEPT8. Segundo Van
Criekinge e Beyaert, pode-se considerar uma interagcdo como forte no sistema do duplo
hibrido como sendo aquela que a levedura expressando os parceiros protéicos é capaz de
proliferar no meio de cultura sem triptofano com 25 a 50 mM de 3-AT, independente de
diluicGes da cultura; em interacGes intermedidrias a proliferacdo das leveduras seria numa
faixa de 10 a 25 mM de 3-AT e as associagOes fracas cairiam na faixa de 5 a 10 mM de 3-AT
(113).

Considerando estas observacoes e analisando os resultados apresentados na Figura 10,
pode-se confirmar que a interacdo entre SEPT5-SEPTS8 é forte, como ja relatado na literatura
por Martinez, pois foi a Unica associacdo que as celulas proliferam em todas as concentragées,
inclusive a 50 mM de 3-AT. Comparando agora as demais associacbes com SEPT5-SEPTS,
observa-se que as interagdes entre septinas do mesmo grupo (SEPT5-SEPT2) e a interacdo
homotipica (SEPT5-SEPT5) sdo as que as forcas relativas foram as mais fracas entre as
interacdes aqui analisadas. Mais uma vez, estes dados corroboram com as observagdes de
Martinez, que também mostrou que as forcas das interacBes homotipicas SEPT4, SEPT5 e
SEPT8 foram similares a da interagdo SEPT4-SEPT5 (mesmo grupo), mas ambas foram mais
fracas que as interacGes heterotipicas entre septinas de grupos diferentes (SEPT5-SEPTS).
Prosseguindo na andlise pode-se sugerir que as interagdes SEPT5-SEPTS5 e SEPT5-SEPT?2
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séo fracas quando comparadas com SEPT5-SEPTS8 e a interagdo entre SEPT5-SEPT6 (grupos
diferentes) poderia entdo ser considerada uma interacdo intermedidria. Estes dados reforcam a
proposta sugerida no item 3.1.4, Figura 8, para outros arranjos de septinas baseados nas regras
de Kinoshita, na estrutura do complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7 e nos resultados identificados
no duplo hibrido. Os dados da forga das interagbes aqui observadas e as relatadas por
Martinez, fortalecem as evidéncias que as interagdes mais provaveis de ocorrer para formagao
das estruturas filamentosas s@o entre septinas de grupos diferentes. A proposta apresentada
que dentro do hexdmero SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7 (Figura 8) a interacéo
central homotipica poderia ser substituida por interagdes heterotipicas de septinas do grupo 11
(SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPT5) é plausivel se for considerado os varios dimeros
identificados entre septinas deste grupo pelos integrantes do projeto do interactoma das
septinas (dados ndo publicados) e pelas analises da forca das interacdes, visto que a interagdo
SEPT5-SEPT5 ndo se mostrou mais forte que a interagdo SEPT5-SEPT2, sugerindo que ndo

ha uma preferéncia entre elas.
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Figura 10 - Analise qualitativa da forca das interacdes. Do lado esquerdo estdo identificados os parceiros para quais interacdes com SEPT5 estdo sendo avaliadas. Na
parte superior 5 a 50 mM correspondem as concentracdes de 3-AT adicionadas ao meio SD-WLH. 1, 1/10, 1/100, 1/1000 e 1/10000 correspondem as dilui¢des
seriais das suspensdes celulares.
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3.2 Caracterizacdo biofisica da septina 3 humana

3.2.1 Clonagem de SEPT3, SEPT5 e seus dominios em plasmideo de expressao em
bactéria

Com intuito de realizar estudos biofisicos e estruturais com a septina 3 humana foi
necessario isolar, amplificar e subclonar seu cDNA. O isolamento da sequéncia (ORF) foi
realizado pela técnica de PCR utilizando-se como molde uma biblioteca de cDNA de cérebro
fetal humano e oligonucleotideos especificos, baseados na sequéncia de SEPT3, depositada no
GenBank sob o nimero de acesso NM_019106. O produto amplificado, aproximadamente
1030 pb (SEPT3NGC, 1 a 337 aa) (Figura 11A), foi purificado apds eletroforese em gel de
agarose 1% e em seguida inserido em plasmideo de propagacdo, pTZ57R/T, permitindo a
clonagem direta e a subsequente confirmacdo da integridade da sequéncia por
sequenciamento. Este clone foi utilizado como molde em PCR para amplificar um fragmento
de aproximadamente 898 pb que corresponde a septina 3 sem o dominio amino terminal,
SEPT3GC (46 a 337 aa) (Figura 11A). Da mesma forma que foi realizado para SEPT3NGC, o
produto de PCR correspondente a SEPT3GC foi purificado e inserido no pTZ57R/T sendo a
fidelidade sequencial confirmada por sequenciamento. Com o propésito de subclonar
SEPT3NGC e SEPT3GC no vetor de expressdo em bactéria, os fragmentos de DNA foram
liberados do pTZ57R/T por digestédo com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol e entdo foram
inseridos no pET28a(+), fundidos a uma sequéncia codificadora de seis residuos do
aminoécido histidina no amino-terminal. A confirmacdo da clonagem foi realizada por
sequenciamento e analise do padrdo de restri¢cdo dos clones como demonstrado na Figura 11B
e 11C.
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Figura 11 - Anélise do padréo de restricao dos clones da septina 3. Em A, produtos da PCR apds purificacdo, 1
e 2 correspondem aos fragmentos de DNA amplificados de SEPT3GC e SEPT3NGC, respectivamente.
Em B e C padrdo de restricdo dos clones de SEPT3GC e SEPT3NGC em pET28a(+) respectivamente,
apos digestdo com as endonucleases Ndel e Xhol. M corresponde ao padréo em pares de bases.

Os clones pET28-SEPT3NGC e pET28-SEPT3GC foram usados para transformar
celulas competentes de E. coli Rosetta, com a finalidade de expressar as proteinas
recombinantes. E importante mencionar algumas caracteristicas destas proteinas apos serem

expressas em E. coli via clonagem no plasmideo pET28a(+) (Figura 12).

SEPT3NGC ou SEPT3GC

Trombina

Figura 12 — Esquema ilustrativo das proteinas recombinantes apds expressao em E. coli. SEPT3NGC ou
SEPT3GC fusionadas ao sitio de reconhecimento para a protease trombina e a cauda de 6 residuos
de histidina no amino-terminal.
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Na Figura 12 observamos que, apds expressdo, as proteinas carregam na regiao amino
terminal um sitio para a protease trombina e uma cauda de seis residuos de histidina, juntos
estes residuos correspondem a um aumento de 1882,0 Da na massa da proteina. A cauda de
histidina tem a finalidade de facilitar a purificacdo da proteina recombinante por meio de
cromatografia de afinidade aos metais Ni?* ou Co®*. Esta cauda pode ser retirada ao final do
processo de purificacdo através de digestdo com a protease trombina, cujo sitio de
reconhecimento estd fusionado ao residuo amino-terminal da proteina de interesse. Apés a
clivagem pela trombina, a proteina recombinante ainda ter4 adicionada a sua massa
aproximadamente 281,3 Da, correspondente a massa de trés residuos de aminoécido
remanescentes. Antes de iniciar os procedimentos de clonagem, ainda nas etapas iniciais de
escolha do vetor para clonagem, foi realizada uma anélise da estrutura primaria da proteina,
junto ao programa PeptideCutter, para verificar se dentro da sequéncia de SEPT3 havia
potenciais sitios de clivagem para a protease trombina, e o resultado foi negativo. A fim de
obter alguns parametros fisico-quimicos das proteinas, a sequéncia priméaria de SEPT3
também foi submetida a analise no programa ProtParam, os dados obtidos sdo apresentados
na Tabela 19.

Tabela 19 — Caracteristicas fisico-quimicas de SEPT3NGC e SEPT3GC recombinantes.

Proteina Massa Molecular  Ponto isoelétrico  Coeficiente de extingdo
(P1) €

SEPT3NGC + 6 x His ~ 40904.7 Da 6.77 28670 M™ cm™

SEPT3NGC 39022.7 Da 6.42 28670 M* cm™

SEPT3GC + 6 x His 35968.8 Da 5.99 27180 M* cm™

SEPT3GC 34086.7 Da 6.36 27180 M* cm™

"Coeficiente de extincdo para comprimento de onda de 280 nm.

3.2.2 Expressao e purificagdo de SEPT3NGC e SEPT3GC

A sintese das proteinas recombinantes foi conduzida em E. coli Rosetta , a qual possui
0 gene que codifica a T7 RNA polimerase, sob o controle do promotor lac. A indugédo da
sintese das proteinas recombinantes foi realizada de forma indireta, adicionando-se IPTG ao
meio de cultura, o qual age sobre o promotor lac induzindo a expressdo da T7 RNA
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polimerase. Esta, por sua vez, reconhece o promotor T7, controlando assim a expressédo do
gene de interesse. As condigdes de inducdo utilizadas foram baseadas na metodologia descrita
por Garcia e colaboradores para SEPT4 (68). A expressdao foi realizada a 18 °C por
aproximadamente 16 horas apds adicdo de 0,2 mM de IPTG, agente indutor.

A dificuldade de trabalhar com as versdes das septinas que contém o dominio amino-
terminal ja era conhecida por trabalhos prévios no laboratério com a SEPT2NGC (dados ndo
publicados), SEPT4NGC (68) e a SEPTS5NGC e SEPT5NG (descrito neste trabalho no item
3.3). Assim, os esforgos de purificacdo e estudos estruturais foram centralizados no trabalho
com a SEPT3GC. Foram realizados apenas os testes 1 e 2 de purificagdo com SEPT3NGC
(item 2.2.3, Tabela 8). Na Figura 13 é apresentado o perfil cromatogréfico e eletroforético de
SEPT3NGC em gel nativo gradiente 8-25 (PhastGel — GE Healthcare), permitindo observar
que a amostra continha indmeras formas oligoméricas, com uma clara tendéncia a agregar,

caracteristica esta que € comumente observada nas septinas.
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Figura 13 - Perfil cromatogréafico e eletroforético em gel nativo de SEPT3NGC. Em A, cromatograma de
SEPT3NGC em um uma coluna superdex 200. Em B, gel nativo (gradiente 8 — 25%) de
SEPT3NGC, 1 corresponde as fracBes de eluicdo 10 e 11; e 2 as fragBes 13, 14 e 15. M,
corresponde ao padrdo de massa molecular.

A presenca de inumeras formas oligoméricas seria incompativel com algumas analises
a ser realizadas como, ITC e ensaios de cristalizagdo. Assim, iniciaram-se 0s procedimentos
de purificagdo da proteina SEPT3GC. O resultado do primeiro teste de purificacdo ndo foi
muito animador, pois o perfil eletroforético em gel nativo foi similar ao observado para
SEPT3NGC, apresentado na Figural3. Nesta primeira tentativa, todo o processo de

purificacdo foi realizado numa solucdo tampédo contendo 10% glicerol e 25 mM de Tris, pH
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7,8. O segundo teste realizado (Tabela 8, item 2.2.3) foi baseado no melhor resultado obtido
para a SEPT5G e SEPT5GC (item 3.3), no qual a principal alteracédo foi a adicdo de 20 mM
de NaCl e 5 mM B-mercaptoetanol na solucdo tampéo. O resultado foi consideravelmente
melhor quando comparado com o 1° teste, sendo que as inimeras formas oligoméricas foram
reduzidas para apenas duas, quando analisadas por eletroforese sob condic¢des nativas (Figura
14B).

A B
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= 668 kDa

E oy — 140 kDa

0.20
2 e -232 kD2
E 0.151 140 kDa
B
w010+ - -
< 0.05- . e . B6KDa
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Figura 14 - Perfil cromatogréafico e eletroforético em gel nativo de SEPT3GC ap06s 2° teste de purificagao.
Em A, cromatograma de SEPT3GC em um uma coluna Superdex 200. Em B, Gel nativo (gradiente
8 — 25%) de SEPT3GC, 1 corresponde a fracdo de eluicdo 15; e 2 a fragdo 14. M corresponde ao
padréo de massa molecular.

A partir deste resultado, iniciou-se testes com diferentes concentragfes de NaCl no
tamp&o de purificacdo de SEPT3GC, aumentando assim a forga ibnica do meio. Nesta época,
ja havia sido publicado o artigo sobre a estrutura cristalografica do complexo hexamérico com
as septinas humanas 7-6-2, no qual os autores usaram 500 mM de NaCl na solucdo tampao
para cristalizacdo e, em outro experimento para observar a formagdo dos filamentos,
utilizaram 800 mM de NaCl (46). Considerando os resultados deste trabalho, alterou-se a
concentracdo de NaCl na solugéo tampéo de SEPT3GC para 800 mM e o resultado obtido foi
6timo, pois nesta condicdo a proteina assumiu apenas uma forma oligomérica. A seguir,
experimentos no qual a concentracdo de NaCl na solucdo tampdo foi gradativamente sendo
reduzida foram realizados a fim de determinar a concentragdo minima que permitisse
realizar as analises estruturais propostas. Na Figura 15 observam-se o cromatograma, e 0S
perfis em SDS-PAGE e em gel nativo de SEPT3GC em solugéo tampéo contendo 300 mM de
NaCl, condicdo na qual foram realizados a maioria dos experimentos, que serdo descritos
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mais tarde. No cromatograma (Figura 15A) o pico correspondente a SEPT3GC engloba as
fracOes de eluicdo 14, 15 e 16. A fragdo 14, na maioria das condigcdes de purificacdo, era
composta por duas formas oligoméricas de SEPT3GC (similar ao demonstrado na Figura
14B), por isso esta fracdo foi descartada das analises estruturais, as quais foram realizadas
apenas com as fracOes 15 e 16.

A concentragdo salina foi fator limitante para se estabelecer o limite da concentragéo
protéica que era possivel trabalhar de forma a manter a proteina em uma Unica forma
oligomérica. Com a concentracdo de proteina por volta de 10 uM, a forca idnica foi mantida
por 150 mM de NaCl. Porém, para concentracbes entre 10 a 25 uM de proteina, a
homogeneidade da amostra foi mantida apenas na presenca de 300 mM de NaCl no tampao.
Finalmente, para 0s ensaios em que a concentragdo de proteina excedeu 25 UM,
concentracdes superiores a 400 mM de NaCl no tampdo foram necessarias. Outro fator
importante para a homogeneidade da proteina em termos de oligdbmero foi a presenga do
agente redutor na solucdo tamp&o. Em experimentos na ausérgia do -mercaptoetanol
observou-se heterogeneidade em termos de formas oligoméricas. O rendimento de SEPT3GC
purificada foi estimado em aproximadamente 20 mg/L de cultura
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Figura 15 — Andlise da expressdo e purificacdo da SEPT3GC. Em A, perfil cromatografico de SEPT3GC em
uma coluna de exclusdo molecular Superdex 200. Em B, SDS-PAGE 15%: (1) extrato protéico total
da cultura antes da indugdo com IPTG; (2) fracdo solavel; (3) fracdo insolavel; (4) fracdo néo retida
na resina Ni-NTA; (5) e (6) SEPT3GC eluida da cromatografia de afinidade e apds a exclusao
molecular, respectivamente. Em C, Perfil eletroforético em gel nativo, 1 corresponde a SEPT3GC
eluida nas fragdes 15 e 16 da cromatografia de exclusdo molecular. M corresponde aos padrdes em
massa molecular. As analises foram realizadas com a proteina em solugdo tamp&o contendo 300 mM
de NaCl, 25 mM de Tris, 10 % de glicerol, 5 mM B-mercaptoetanol, 5 mM MgCl,, pH 7,8.
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3.2.3 Determinacgéo da massa molecular de SEPT3GC

A andlise de SEPT3GC em gel nativo nos mostra uma banda que teve uma mobilidade
eletroforética um pouco acima do padrdo em massa molecular de 66 kDa (Figura 15C), sendo
assim é mais provavel que SEPT3GC esteja na forma dimérica, a qual possui uma massa
molecular predita de aproximadamente 72 kDa. Para confirmarmos este resultado a coluna
Superdex 200 foi calibrada com seis proteinas globulares de massa molecular conhecida, que
foram eluidas aos pares em solucdo tampdo idéntica a da proteina SEPT3GC, contendo 300
mM NaCl. A partir dos perfis cromatograficos, os volumes de eluicdo obtidos foram
utilizados para montar uma curva de calibragcdo (Figura 16), permitindo calcular a massa
molecular aparente de SEPT3GC. O resultado foi igual a 42.468,3 Da, o qual representa uma
discrepancia de 18%, em relagcdo a massa molecular calculada para um mondémero a partir da
sequéncia primaria de aminoacidos, que foi de 35.968,8 Da. Considerando que na
cromatografia de exclusdo molecular a massa molecular e a conformacdo da proteina
contribuem para o grau de retencdo da mesma esta discrepancia é aceitavel, visto que, a
calibracdo da coluna foi realizada com padrdes de proteinas globulares. Apesar da diferenca,
este resultado € compativel com a proteina no estado monomérico, sendo diferente do
observado no perfil eletroforético de SEPT3GC em gel nativo (Figura 15C).

Mediante a divergéncia de dados obtidos, optou-se por utilizar outra técnica com maior
acurécia para determinar o estado oligomérico de SEPT3GC em solucdo. Para este fim,
utilizou-se a técnica de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS). As medidas e
andlises de dados de SAXS foram realizadas pelo Dr. Frederico Moraes Ferreira. A estimativa
da massa molecular por meio dos experimentos de SAXS foi de 40,8 kDa, 0 que resulta em
uma discrepancia relativa 13,3% quando comparada a massa obtida a partir de sua estrutura
primaria, e este valor encontra-se dentro de erros experimentais aceitaveis. A massa obtida
indica que SEPT3GC organiza-se como um mondmero em solucdo tampdao contendo 800 mM
de NaCl, concordando com os dados da massa estimada por comatografia de excluséo
molecular em solucdo tampdo com 300 mM de NaCl (Tabela 8, item 2.2.3). Os resultados de
SAXS séo discutidos mais detalhadamente no item 3.2.9.

Visto que as condig¢des experimentais da cromatografia de exclusdo molecular (Figuras
15 e 16) e do SAXS apresentavam diferengas com relagéo a concentracdo de NaCl (300 e 800
mM, respectivamente), repetimos a cromatografia na presenca de 800 mM NaCl no tampao.
Comparando as cromatografias e os géis nativos de ambas condi¢cdes (300 e 800mM de
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NaCl), observou-se que os perfis foram similares tanto em gel quanto na cromatografia
(dados ndo mostrados) e assim, foi possivel excluir a hipdtese de que a condigdo monomérica

de SEPT3GC observada por SAXS fosse proveniente da alta concentragdo salina da solucdo

tampao.
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Figura 16 — Calibragdo da coluna Superdex 200. Perfis cromatograficos das proteinas utilizadas como padrao
de massa molecular em cromatografia nde exclusdo molecular em uma coluna Superdex 200. Os
padrdes correspoondem a ferritina (440 kDa), aldolase (158 kDa), conalbumina (75 kDa),
ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), ribonuclease (13,7 kDa). O Blue dextran foi
utilizado para determinar o volume de excluséo da coluna, alguns picos que ndo foram identificados
no cromatograma sdo resultados da oligomerizacdo ou parcial degradacédo de alguns padres. Em
rosa e tracejado perfil cromatogréafico de SEPT3GC. Em B, curva de calibracdo das proteinas
padrdes e localizacdo de SEPT3GC ap6s o calculo da massa molecular aparente. Todas as amostras
foram preparadas em solucéo tampdo contendo 300 mM de NaCl, 25 mM de Tris, 10 % de glicerol,
5 mM B-mercaptoetanol, 5 mM MgCl,, pH 7,8.
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3.2.4 Andlises de dicroismo circular de SEPT3GC

Espectros de CD de SEPT3GC foram obtidos na faixa de 200 a 250 nm (regido do
UV- distante) responséavel pelo monitoramento das transi¢cGes da cadeia peptidica da proteina,
o qual oferece informacdes sobre a estrutura global da proteina em solucéo (101). O espectro
foi caracterizado pela presenca de dois minimos localizados em 222 e 208 nm, 0s quais Sao
tipicos de proteinas contendo elementos a-hélice em sua estrutura secundaria (Figura 17). A
estimativa do conteddo de estruturas secundarias que contribuem para 0 arranjo
tridimensional de SEPT3GC foi realizada por meio da desconvolugéo do espectro de CD
utilizando os programas Selcon3, Contill, CDSSTR do pacote de programas CDPRO (99,
101). Os valores médios dos trés programas resultaram em 26,8% ale -hélices, 21,9% de
estruturas-p, 20,9% de voltas e 30,4% de estruturas desordenadas. Os dados de desconvolucdo
sdo consistentes com o fato do espectro de CD observado experimentalmente ser dominado
por a-hélice da mesma forma que foi observado para SEPT4 em solucdo e na estrutura
cristalografica de SEPT2 (49, 68). SEPT3GC foi classificada dentro do grupo de proteinasa -
hélice segundo a estimativa de suas estruturas terciarias, por meio do programa CLUSTER.
Estes dados permitiram obter um parametro conformacional de SEPT3GC nas condigdes em

que as analises biofisicas foram realizadas.
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Figura 17 — Espectro de CD de SEPT3GC. O espectro foi obtido com a proteina em solugdo tampéo contendo
25 mM de tris, 50 mM de NaCl, 5% de glicerol, 2 mM de B-mercaptoetanol e 5 mM MgCl,, pH 7,8
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3.2.5 Andlises do comportamento estrutural frente a diferentes pHs

A influéncia do pH na conformacéo de SEPT3GC foi avaliada por dicroismo circular
(CD) conforme apresentado na Tabela 20 e Figura 18. Os dados mostram que ocorreram
alteracBes no conteudo de estrutura secundaria, sendo evidente nas variagdes dos teores de o-
hélices e estruturas-p. Nos pHs de 6 a 10 observa-se que a proteina manteve maior quantidade
de a-hélices quando comparada com as estruturas-p, similar ao observado para a mesma em
tampdo tris, pH 7,8 (Figura 17). No pH 11, a contribuigdo destas estruturas é quase similar.
Nos pHs de 3 a 5 observa-se a perda do minimo em 222 nm (Figura 18), caracteristico de
elementos do tipo a-hélice, com conseqliente reducdo percentual desse componente na
desconvolugdo. No pH 12 esse comportamento fica mais acentuado, além do deslocamento do
minimo de 208 nm para as proximidades de 204 nm, sugerindo o inicio da desestruturacdo da
proteina.

De modo geral, os dados de CD sugerem que, variagdes no pH ndo levaram a
desnaturacdo da proteina, exceto em extremos basicos. Porém, mudancas e/ou reorganizacao
dos elementos de estrutura secundaria foram observadas pela desconvolugdo, principalmente
nos pHs extremos. A conformacgdo adotada por SEPT3GC entre os pHs 6 a 10, na qual a
proteina possui maior contetido dex -hélices parece ser a mais proxima da proteina nativa,
visto que SEPT3 é uma septina detectada exclusivamente em células cerebrais e 0 pH neste
ambiente é de aproximadamente 7,2 (74, 82).

Deve-se ressaltar aqui que dadas as limitacGes das medidas de CD com relacdo a
concentracdo de NaCl no tampdo, os experimentos foram realizados em tampédo contendo
apenas 50 mM de NaCl. Assim, embora a solugdo de SEPT3GC estivesse em baixa
concentracdo (6 uM), a baixa forga i6nica da solugdo pode ter levado a heterogeneidade da
amostra em termos de oligomerizacdo, influenciando os resultados obtidos. Experimentos

complementares ainda precisam ser realizados para confirmar os resultados aqui apresentados.
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Tabela 20 - Contelido de estrutura secundaria de SEPT3GC sob a influéncia de diferentes pHs.

Estrutura pH
Secundaria (%) 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0 120
a-hélice 194 206 208 263 261 250 248 255 23,7 14,2
Estruturas-f3 256 250 249 224 225 232 236 22,7 23,4 28,3
Voltas 21,4 214 218 209 20,7 20,7 305 210 21,5 22,8
Desordenadas 335 329 325 304 30,7 310 211 30,7 314 34,7
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Figura 18 — Influencia do pH na composicéo de estrutura secundaria da SEPT3GC avaliada por CD.
Espectros de CD foram obtidos de SEPT3GC nos pHs 3 a 12 em 20 UM de acetato-borato-fosfato
de sddio ajustado para os diferentes pHs.
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3.2.6 Atividade GTPésica

Septinas sdo constituidas de 3 dominios bem definidos sendo o central e maior o
dominio de ligacdo a nucleotideo, o qual permite classificad-las como membros da
superfamilia das GTPases. Pouco se conhece sobre a atividade GTPasica das septinas, e
como tal atividade influi nas fungdes exercidas por estas proteinas. Na tentativa de contribuir
com informagdes neste contexto, iniciou-se um estudo da atividade GTPé&sica de SEPT3GC.
Foi utilizado um protocolo de desnaturacdo quimica com acido hiperclorico, descrito por
Seckler e colaboradores, para analisar o teor de nucleotideo liberado por cromatografia liquida
em uma coluna de troca anionica (108). Neste experimento, o primeiro passo foi a calibracéo
da coluna com os nucleotideos, GDP e GTP, com a finalidade de estabelecer a melhor
condicdo experimental para que os nucleotideos padrbes eluissem em tempos diferentes
durante a cromatografia (Figura 19). Os nucleotideos eluiram em 5,3 e 6,8 mL para GDP e
GTP, respectivamente. Uma curva padrdo de concentragfes dos nucleotideos nos permitiu
observar que foi mantida a proporgdo entre concentragdo e absorbancia a 253 nm, indicando
que durante o preparo das amostras com acido hiperclérico ndo ocorreu a perda de
nucleotideos (dados ndo mostrados).

Confirmada a eficiéncia do procedimento para a separacdo dos nucleotideos de
guanima, o proximo passo foi investigar se apos o processo de purificacdo, SEPT3GC estava
associada a nucleotideo, a natureza deste (GTP ou GDP) ou, ainda, se estava na forma apo
(sem nucleotideo ligado). Assim, amostras de SEPT3GC foram submetidas ao processo de
desnaturacdo por &cido hiperclérico e o sobrenadante foi analisado em HPLC. No
cromatograma apresentado na Figura 20 ndo se observa a presenca dos picos correspondentes
a GDP e GTP (5,3 e 6.8 mL, respectivamente), indicando que SEPT3GC encontrava-se na
forma apo. A verificagcdo que SEPT3GC em solugcdo se encontra como mondmero (item 3.2.3)
e na forma apo sdo duas caracteristicas que diferenciam SEPT3 das septinas 2 e 4, que sdo
ambas purificadas como dimero e associadas a nucleotideo (46, 68)
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Figura 19 — Perfil cromatografico do GDP e GTP em uma coluna de troca anionica. Em A e B, GDP ¢
GTP, respectivamente em diferentes concentracdes. Em C, perfil da separagdo de misturas de GDP
e GTP. Todas as amostras passaram por tratamento com &cido hiperclorico. A cromatografia foi
realizada sob um fluxo de 1 mL/min em um tempo total de 15 min, a temperatura ambiente.
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Figura 20 — Analise do teor de nucleotideo de SEPT3GC . Apds purificagdo, 20 uM de SEPT3GC foram
desnaturados com &cido hiperclérico e o sobrenadante foi analisado por HPLC em uma coluna de
troca anidnica.

A fim de avaliar a capacidade de SEPT3GC de hidrolisar GTP, a proteina apo foi
incubada com GTP em uma relagdo de 3:1 (GTP:proteina), a 20 °C , durante 60 minutos.
Aliquotas foram retiradas em intervalos de 4 min e congeladas em nitrogénio liquido para
parar a reacdo. Em seguida, as amostras foram desnaturadas com &cido hiperclérico e
analisadas em HPLC. Na Figura 21 séo apresentados alguns dos cromatogramas sobrepostos,
0s quais permitem concluir que SEPT3GC foi capaz de hidrolisar GTP em GDP e fosfato
inorganico. Os dados aqui apresentados ndo permitiram obter alguns pardmetros como Km e
Kcat, mas experimentos futuros estdo programados para a caracterizacdo quantitativa da
atividade GTPésica de SEPT3GC.
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Figura 21- Analise da atividade GTPésica de SEPT3GC. SEPT3GC (18,4 uM) foi incubada com 55 uM de
GTP durante 60 minutos a 20 °C. Aliquotas foram retiradas em intervalos de 4 minutos e apds serem
desnaturadas com &cido hipercldrico foram analisadas por cromatografia de troca ibnica. A
sobreposicdo de nove cromatogramas € apresentada, os demais cromatogramas foram omitidos para
melhor visualizac&o dos resultados. “T” correponde ao tempo em que foi retirada cada amostra.

A obtencdo da proteina apo ainda permitiu iniciar a caracterizacdo da ligacdo a
nucleotideo de SEPT3GC por experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC).
Esta € uma técnica biofisica que permite obter a constante de ligacdo (Ka) de uma molécula
com seu ligante entre outros parametros termodinamicos. Neste experimento, SEPT3GC foi
titulada com GTPyS, um analogo ndo hidrolisavel do GTP e com GDP, a temperatura
constante de 20 °C.

Na Figura 22 é mostrado um termograma tipico de ligacdo exotérmica, na qual a
entalpia total é negativa AH negativo) e para o mesmo, o modelo de Ig&0 de um Unico
sitio (estequiometria (N)1:1) descreveu os dados adequadamente para a titulacdo de
SEPT3GC com GTPyS. As septinas possuem um Unico sitio de ligacdo a nucleotideo, desta
forma os dados obtidos onde N corresponde a estequiometria da reacdo estdo de acordo com o
esperado. A variacdo no valor de N entre experimentos independentes (Tabela 21) é esperada
em analises por ITC, pois varios fatores contribuem para que isso ocorra. Por exemplo, a
variacdo no grau de enovelamento correto da proteina, que resulta em alteraces na efetiva
atividade da mesma, e a acurdcia na determinacdo das concentracdes do ligante e da proteina
(ha muitos erros associados as técnicas usadas para este fim) sdo os fatores que mais

interferem na reprodutibilidade dos dados de ITC.
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Figura 22 - Calorimetria de titulacdo isotérmica de SEPT3GC com GTPyS. Curva de titulagdo (painel
superior) e isoterma de ligagdo (painel inferior) de SEPT3GC interagindo com GTPyS em solucéo
tampé&o contendo 300 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 7,8 a
20°C. Dados referente ao experimento 1 da Tabela 21.

Tabela 21 - Parédmetros termodinédmicos referente a titulagdo de SEPT3GC com GTPyS obtidos por meio
de calorimetria de titulacao isotérmica.

Experimento Numero de Constante de Constante de Entalpia (AH)
sitios (N) afinidade (Ka) dissociacéo (Kd)

1 1,09 +/- 1,84 x 10°+/- 9,54 5,43 +/- 0,3 uM -1,11 x 10* cal/mol
0,0143 x 10° M

2 0,87 +/- 5,18 x 10°+/- 3,49 1,93 +/-0,13uM  -1,14 x 10* cal/mol

0,00901 x 10* M
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Os valores de N apresentados na Tabela 21, 1,09 e 0,87, para um modelo de um Unico
sitio (N =1) estdo dentro dos valores aceitaveis, pois N ndo deve variar mais que 20% do
esperado. Nos resultados apresentados esta variagdo foi de 9 e 13%. As constantes de
dissociacéao calculadas (Kp = 1/Ka) para o GTPyS foram 5,43 uM e 1,93 uM que sdo de uma
ordem de grandeza maior que o calculado para SEPT2, 0,28 uM, na presega de 5 mM Mg 2*
e a temperatura ambiente (147). Os mesmos valores de Kp séo similares aos obtidos por ITC
para 0s complexos de septinas de leveduras expressos em bactéria Cdc3-Cdcl2, Cdc3-
Cdc11-Cdc12 e Cdc3-Cdcl0-Cdcl2 que tém valores de Kp 1,6 uM, 6,2 uM e 5,0 pM,
respectivamente, onde a estequiometria das ligacdes indicaram que apenas uma das septinas
em cada complexo ligou-se ao GTPyS (15). O Kp de micromolar para GTPyS de SEPT3GC
tem a mesma ordem de magnitude das constantes de ligagdo das Rho GTPases, Cdc42, RhoA
e Racl; mas estd muito distante da alta afinidade por nucleotideo guanina exibida pela Ras
GTPase, p21, que possuem Kp na faixa de picomolar (149, 150).

A influéncia do magnésio na afinidade de SEPT3GC por GTPyS também foi
investigada por ITC. Com essa finalidade SEPT3GC foi purificada na auséncia de Mg?* sendo
em seguida titulada com o nucleotideo guanina a temperatura constante de 20 °C. Na Figura
23 observa-se 0 termograma onde nota-se que a troca de calor variou entre -0,04 e — 0,07 pcal
s™, podendo ser considerada desprezivel, pois se encontra préximo ao limite de deteccdo do
calorimetro (0,01 pcal s™). Este termograma é muito similar aos obtidos nos experimentos de
calor diluicdo que sdo realizados como controle nas analises por ITC, para avaliar a inércia
quimica dos reagentes na auséncia da proteina. Este resultado indica que SEPT3GC nédo foi
eficiente para ligar a GTPyS na auséncia de Mg?* ou que a afinidade a tal nucleotideo foi
drasticamente reduzida, ndo sendo perceptivel nas condi¢cBes experimentais usadas.
Resultados similares foram observados para SEPT2, cuja afinidade por GTPyS foi reduzida de
até 12 vezes quando a concentracdo de Mg®* foi alterada de niveis fisiolégicos (5 - 0,5 mM)
para 0,01 mM (147). O cétion divalente, Mg®*, h4 muito tem sido relatado como um cofator
essencial para a funcdo de pequenas GTPases, sendo importante na prevencao da integridade
estrutural de proteinas que ligam a GTP. Para o ion magnésio € proposta a funcéo de inibidor
da dissociagdo de GDP para Rab5 (151). O mesmo ion em nada afeta a afinidade por GDP de
algumas Rho GTPases, enquanto para as mesmas a afinidade por GTPyS é dependente das
concentracdes deste ion, comportamento este similar ao observado para a septina 2 (147, 149,
151). J& para outras GTPases, a eficiéncia na hidrélise do GTP € indetectavel na auséncia de
Mg®* (150). Os dados aqui apresentados indicam que a afinidade de SEPT3GC por GTPyS é
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dependente de ions magnésio. Analises futuras sdo necessarias para avaliar se tal dependéncia

também ocorre na capacidade de hidrolisar o GTP.
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Figura 23 — Termograma da titulacdo de SEPT3GC com GTPyS na auséncia de ions magnésio. A titulagdo
foi realizada a 20 °C e SEPT3GC encontrava-se em solugdo tampéo contendo 300 mM de NaCl.

Visto que a afinidade entre os nucleotideos de guanina, GDP e GTP, costuma ser
distinta para GTPases, foram realizadas analises em ITC também para quantificar a afinidade
de SEPT3GC por GDP. Diferente dos dados apresentados para a titulacdo com GTPyS, a
titulacdo de SEPT3GC com GDP n&o permitiu a obtengdo dos pardmetros termodindmicos
para um modelo de um Unico sitio. Os dados apresentados, na Figura 24, sugerem que a
afinidade de SEPT3GC por GDP é muito baixa, ndo sendo possivel detecta-la por ITC.
Analisando o termograma, observa-se que apesar de realizadas 35 titulagdes del.5d e
GTPyS a 500 uM, o estado de satura¢do da ligacdo ndo foi atingido. Ainda, o experimento foi
repetido nas mesmas condicdes anteriores, exceto pela concentracdo do ligante, agora a 1

mM, e mesmo assim os dados obtidos ndo permitiram calcular a constante de ligacao.
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Figura 24 - Calorimetria de titulagdo isotérmica de SEPT3GC com GDP. Curva de titulagdo (painel
superior) e isoterma de ligagdo (painel inferior) de SEPT3GC interagindo com GDP em solucéo
tampéo contendo 300 mM NaCl e 5 mM MgCl,, 5 mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 7,8 a
20°C.

A afinidade de SEPT3GC por GDP e GTP também foi avaliada em experimentos
qualitativos, por meio de emissdo de fluorescéncia. SEPT3GC foi incubada com os derivados
fluorescentes dos nucleotideos de guanina, mant-GDP e mant-GTP, e a emissdo de
fluorescéncia foi analisada em um espectrofluorimetro. Na Figura 25 é mostrado um aumento
de aproximadamente 100% na fluorescéncia do mant-GTP na presenca de SEPT3GC quando
comparado com mant-GTP sozinho. A fluorescéncia do mant-GDP, entretanto, foi acrescida
de um pouco menos que 20% na presenca de SEPT3GC, indicando que SEPT3GC tem maior
afinidade por GTP do que GDP.
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Figura 25 — Analise da interagdo de SEPT3GC com mant-GTP e mant-GDP. A emissao de fluorescéncia do
mant-GTP ou mant-GDP a 25 nM na presenca deMl8le SEPT3GC foi medida em
espectrofluorimetro a temperatura constante de 10 °C.

Uma importante questdo ainda pendente sobre as septinas é o papel da ligacdo e
hidrélise de GTP na funcéo das septinas e formagéo dos heterofilamentos. Vérios autores tem
sugerido alguns modelos para o papel do GTP; em um deles é proposto que as septinas
passem por varios ciclos de ligacdo a GTP e hidrolise ,e que, as mudancas geradas pelo tipo
de nucleotideo ligado resultem na regulacdo da montagem e desmontagem de filamentos
como ocorre com a tubulina. Outro modelo sugere que a ligacdo a GTP ou hidrdlise pode
regular a interacdo de septinas com outras proteinas, regulando assim sua fungdo. Um terceiro
modelo propGe que a ligacdo a nucleotideo tem uma funcéo estrutural. No geral ao que se
refere a funcdo do GTP pouco se sabe e alguns trabalhos ainda apresentam resultados
contraditérios dificultando ainda mais o esclarecimento de seu papel (22, 44-46, 152, 153).

Alguns trabalhos mostram a dificuldade da caracterizagdo da atividade GTPésica de
septinas quando as mesmas foram expressas em bactérias e individualmente devido a
instabilidade da proteina recombinante (15, 45). Em um destes trabalhos, a atividade de
SEPT6 e SEPT7 néo foi detectada quando as mesmas foram analisadas individualmente, mas
quando a andlise foi realizada com o dimero formado por elas a atividade GTPésica foi

facilmente detectada, indicando que a interacdo entre elas tornou-as mais estaveis (45). Para
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SEPT2 j& foi demonstrado que sua estabilidade foi dependente da ligacdo a nucleotideo,
indicando que mudangas conformacionais devem ocorrer tornando-a mais estavel, similar ao
que € visto para varias GTPases (147). Neste mesmo trabalho a formacdo de homofilamentos
in vitro de SEPT2 foi observada quando a mesma estava ligada a GDP ou GTP; e em outro
estudo, o equlibrio entre as formas monoméricas e diméricas de SEPT2 dependente da ligacdo
a nucleotideos de guanina foi monitorada por cromatografia de exclusdo molecular (46, 147).
Apesar deste relato da formagdo de homofilamentos de SEPT2 in vitro, acredita-se que esta
ndo é uma condicdo natural visto que, a imunoprecipitacdo de septinas de células resulta na
precipitacdo de complexos de septinas, formados por subunidades diferentes, sugerindo que a
formacdo de homopolimeros ndo é tipica in vivo (22, 44, 52). Diferente de SEPT2, SEPT3
manteve-se estvel na forma apo, conservando sua capacidade de ligar-se a GTPyS, mesmo
apos 40 a 50 dias de congelamento a - 80° C.

Com o proposito de analisar se a ligacdo a nucleotideo promove alguma modificagdo
no estado oligomérico de SEPT3GC, avaliamos por cromatografia de exclusdo molecular e
por eletroforese em condigdes nativa, amostras de SEPT3GC incubadas com GTPyS e GDP
na presenca de 5 mM de Mg*? (Figura 26). Os perfis cromatogréficos de SEPT3GC na
auséncia e na presenca de GDP foram idénticos, ndo havendo duvidas quanto a conservacao
da forma monomérica da proteina. J& o perfil cromatografico de SEPT3GC apds incubagdo
com GTPyS sofreu um pequeno deslocamento de 15,6 para 15,1 mL quando comparado com
a proteina pura. Tal alteracdo no volume de eluicdo provavelmente é consequéncia de
alteracbes na forma da proteina apos ligacdo ao nucleotideo, pois este deslocamento ndo é
compativel com a posicéo esperada para o volume de eluigdo da forma dimérica de SEPT3GC
(proximo de 13,8 mL). A eletroforese em condic¢des nativas (Figura 26B) também comprova
que SEPT3GC manteve uma Unica conformagdo, correspondente a forma monomérica apos
incubagdo com GDP ou GTPyS, diferentemente do que foi relatado na literatura para SEPT2
(46). Além disso, é importante mencionar que o resultado aqui apresentado é valido para as
condicdes ensaiadas, na qual SEPT3GC se encontrava sob a a¢do da forga idnica imposta por
300 mM de NaCl. Nao podemos descartar ainda a hipotese de que a concentracdo salina possa
ter sido fator limitante para a manutencdo do estado monomérico de SEPT3GC, ap0s
associacdo com nucleotideo. Visto que, jA sabemos da propensdo de SEPT3GC a forma
oligdmeros em concentragdes salinas menores. Além disso, 0s experimentos realizados com
SEPT2 que mostram a transicdo entre as formas monoméricas e dimeéricas foram realizados

em solugdo tampédo contendo 150 mM NaCl (46). Deve-se ressaltar aqui, que embora, a
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eletroforese em gel nativo (Figura 26B) indique um perfil andmalo de migracdo, com a massa

maior que a predita para um mondmero, SEPT3GC encontra-se na forma monomérica como

ja descrito no item 3.2.3.
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Figura 26 — Analise da influéncia de nucleotideo no estado oligomérico de SEPT3GC. SEPT3GC (25 uM)
foi incubada com 75 uM de GDP ou GTPyS durante 3 horas a 20 °C , em seguida a amostra foi
analisada por cromatografia de exclusdo molecular (A) ou por eletroforese em gel nativo (B). M,
corresponde ao padrdo em massa molecular, 1, SEPT3GC; 2 e 3 correspondem a SEPT3GC
incubada com GDP e GTPyS, respectivamente. Em A, 0s picos proximos aos 20 mL correspondem

aos nucleotideos.
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3.2.7 Anédlise da propensao para forma fibras do tipo amildide

A conversdo de polipeptideos em seu estado sollvel para agregados fibrilares bem
organizados estd associada com vérias patologias, que sdo agrupadas como “doencas de
deposicdo de proteinas”, entre elas estdo algumas neuropatologias, tais como, mal de
Alzheimer e mal de Parkinson (154). Estes agregados fibrilares altamente ordenados e
estaveis sdo denominados amildides e tipicamente possuem um alto conteudo de estruturas-f,
cujas cadeias estdo perpendicularmente dispostas ao longo do eixo da fibrila. Proteinas
precursoras de amildides ndo compartilnam de semelhangas sequencial, de composic¢do de
estrutura secundéria ou de tamanho, as semelhangas sdo observadas nas fibrilas por elas
formadas, tanto na morfologia quanto nos mecanismos de toxicidade (154, 155).

A septina 4 humana foi identificada em depdsitos filamentosos conhecidos como
fibrilas gliais em mal de Alzheimer bem como em inclusdes citoplasméaticas em mal de
Parkinson (67, 156). Garcia e colaboradores demonstraram que SEPT4G ¢é capaz de forma
fibras e que estas fibras sdo do tipo amildide (110). Neste trabalho, os autores propdem um
modelo, no qual inicialmente SEPT4G encontra-se ligada a nucleotideo sendo que, a perda
deste nucleotideo, promovida por alteracbes no sistema como aumento de temperatura,
favorece a formagdo de fibras do tipo amildide. Além de SEPT4 outras septinas como a
SEPT3, SEPT2, j& foram relacionadas a doencas neurodegenerativas (67, 86).

Com intuito de analisar se SEPT3GC tende a forma fibrilas avaliamos sua capacidade
de se liga a Tioflavina-T (ThT), uma sonda que exibe aumento na intensidade da
fluorescéncia quando se liga a fibras do tipo amildide. Observamos que, em temperaturas
superiores a 30 °C ocorre um aumento na fluorescéncia do ThT (Figura 27A). Nas
temperaturas de 37 e 45 °C o0 aumento da fluorescéncia é gradativo sugerindo uma lenta
formacdo das fibrilas. Diferentemente é observado a 55 °C, onde um platd foi rapidamente
atingido por volta de 600 segundos, indicando uma acelerada formacdo de fibras, seguida,
pela formagéo de agregados amorfos, 0s quais ndo sdo mais reconhecidos por ThT. Estes
resultados sdo similares aos observado para SEPT2 (dados ndo publicados) e para SEPT4
(110). A fim de avaliar se a capacidade de ligar a ThT de SEPT3GC esta associada a
alterac6es no contetdo de estrutura secundaria, espectros de CD foram obtidos (Figura 27B).
De acordo com o esperado, os espectros de CD sofreram alteragbes que resultaram na perda
dos minimos caracteristicos de proteinas ricas em elementosx -hélice, passando a apresentar o

perfil tipico de predominancia de estruturas-p, caracterizado pelo minimo aos redores de 216
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nm. Embora experimentos que permitam observar as estruturas fibrilares sdo necessarios para

confirmar a natureza das fibras, nossos resultados sdo forte indicio de que SEPT3GC converte

estruturalmente para fibras do tipo amildide in vitro.
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Figura 27 — Alteracbes conformacionais em SEPT3GC em funcé@o da temperatura. Em A, formagdo de
agregados monitorados por emissdo de fluorescéncia do ThT a 482 nm, durante incubacdo com 8
UM de SEPT3GC em diferentes temperaturas. Em B, espectros de CD obtidos a 30, 37, 45 e 55 °C
de SEPT3GC a 6 uM. A proteina estava em solugdo tampdo contendo 25 mM de Tris, 50mM
NaCl e 5% de glicerol, pH 7,8.
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E importante ressaltar que ha uma ampla discursdo na literatura a respeito da formagéo
de homo e heterofilamentos de septinas, visto que, estudos in vivo indicam que filamentos
funcionais sdo compostos por mais de duas septinas distintas, e experimentos in vitro
mostram resultados similares (45, 46, 50, 52, 147, 153). Ha poucos relatos de formacgédo de
homofilamentos, sendo que, em apenas um, ha evidéncias de tais filamentos serem funcionais
(110, 147, 153). Desta forma estudos que contribuam com informacGes sobre os

homofilamentos de septinas sdo importantes para elucidar a relevancia dos mesmos.

3.2.8 Ensaios de cristalizacao

Uma vez estabelecido o procedimento de purificagdo de SEPT3GC para obter a
proteina em solugcdo de forma homogénea e estavel, varios experimentos foram delineados e
realizados com sucesso como descritos anteriormente. Além daqueles, foram realizados
ensaios de cristalizacdo com a finalidade de contribuir com informagGes estruturais mais
detalhadas referente a SEPT3. Estes ensaios foram realizados junto ao Grupo de Cristalografia
de Proteinas do IFSC, USP, em colaboragdo com o doutorando Ivo de Almeida Marques e do
pos-doutorando Humberto D"Muniz Pereira.

Para a realizacdo dos ensaios de cristalizagdo, SEPT3GC foi submetida previamente a
clivagem com trombina para a retirada da cauda de 6xHis. A confirmagéo da eliminacdo da
cauda de histidina foi realizada por analise da proteina em SDS-PAGE, como apresentado na
Figura 28, na qual nota-se que a mobilidade eletroforética da proteina apds tratamento com

trombina foi levemente superior, indicando reducdo de sua massa molecular.
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Figura 28 - Perfil eletroforético de SEPT3GC ap6s tratamento com a protease trombina. 1 e 2
correspondem a SEPT3GC ap6s retirada da cauda de histidina. 3, 4 e 5, SEPT3GC antes do
tratamento com trombina. M, corresponde ao padrdo em massa molecular.

Os ensaios iniciais de varredura dos fatoriais citados no item 2.2.15 foram realizados
com a proteina a 5 mg/mL na presencga e auséncia de GDP e GTPyS, a 18 °C. Observou-se
nestes ensaios que em torno de 80% das condicOes testadas a proteina precipitava. Esse
resultado preliminar levou a novos experimentos nos quais a concentragdo de SEPT3GC foi
reduzida para 4,0 mg/mL e, finalmente, para 2,5 mg/mL. Nestas duas concentra¢des houve
uma reducdo da precipitacdo da proteina, sendo que na condicdo de cristalizagdo composta
por 20% de PEG 3350 e 0,2 M de formato de magnésio, houve a formacdo de clusters de
cristais agulha (Figura 29A). Estes cristais foram submetidos a coleta de dados de difracdo de
raios-X no LNLS pelo Dr. Humberto, confirmando sua natureza protéica. A formagdo destes
cristais foi observada por vérias vezes na mesma condicdo anteriormente citada e sempre na
presenca de nucleotideo.

Com o refinamento da condicgdo supracitada, chegou-se a condigdo composta por 18%
de PEG 3350, 0,2 M de formato de magnésio, 0,1 M de tris, pH 6,2 e 5% de etileno glicol, na
qual pequenos cristais foram formados. Estes cristais foram obtidos com a proteina a 2,5
mg/mL, 18 °C, tanto na presenca de GTPyS quanto de GDP, sendo que, com GDP os cristais
se apresentaram mais definidos (Figura 29B). O padrdo de difracdo de um destes cristais na
presenca de GDP esté ilustrado na Figura 29C, sendo que a resolu¢cdo maxima obtida foi de
aproximadamente 6 A. No momento esforgos estido sendo centralizados na tentativa de

melhorar a qualidade de tais cristais e, consequentemente, conseguir uma resolugdo mais alta.
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Figura 29 — Cristais de SEPT3GC e seu padréo de difracdo. Em A, cluster de cristais agulhas de SEPT3GC
obtidos nas etapas iniciais de varredura na presenca de GDP. Em B, os cristais formados na
presenca de GDP, ap6s refinamento da melhor condi¢éo verificada na etapa de varredura. Em C,

padrdo de difracdo de um cristal nas condigdes citadas em B.
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3.2.9 Modelagem Molecular e Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS)

Como o objetivo de obter informagdes estruturais a partir da resolugdo da estrutura
cristalografica ainda néo foi atingido, decidiu-se realizar estudos de modelagem e SAXS com
SEPT3GC. Inicialmente, a proposta de realizagcdo dos experimentos de SAXS surgiu com a
dificuldade de determinar o estado de oligomerizacdo de SEPT3GC. A coleta de dados no
LNLS e o processamento dos dados de SAXS, tanto quanto, os de modelagem molecular
foram propostos e realizados pelo pesquisador Dr. Frederico Moraes Ferreira, do Laboratério
de Imunologia do Instituto do Coracdo da FMUSP, e sdo apresentados a seguir para
complementar os dados estruturais de SEPT3GC.

Os resultados do programa PSI-BLAST apresentaram similaridade sequencial entre
SEPT3 e um grande nimero de sequéncias de septinas de diferentes organismos, assim como,
com uma grande variedade de proteinas Ras, membros da super familia das GTPases. O
confronto destas sequéncias com o banco de dados, Protein Data Bank, revelou identidade
sequencial apreciavel para 4 modelos cristalogréaficos, todos eles, variacbes da septina 2. A
saber: SEPT2 humana em complexo com GDP (2QNR); SEPT2 de Mus musculus em
complexo com GPPnhp e Mg?* (3FTQ); dominio G da SEPT2 humana (2QA5); e a estrutura
do trimero composto pelas septinas humana, SEPT2-SEPT6-SEPT7, (2QAG). Estas estruturas
foram utilizadas para construgdo de 5 modelos por homologia molecular, sendo um para cada
estrutura cristalogréafica; e um quinto modelo hibrido, reunindo as melhores partes de cada
uma das estruturas mencionadas. As analises revelaram que o modelo obtido a partir da
estrutura 3FTQ como sendo a melhor representacdo estrutural para a septina 3 humana. Em
particular, o alinhamento das sequéncias primarias da SEPT3 de Homo sapiens e a SEPT2 de
Mus musculus apresentou uma identidade sequencial de 39,7%. Contudo, levando-se em
consideracdo o alinhamento entre a sequéncia alvo e a sequéncia do modelo cristalografico
3FTQ, tal nimero aumentou para 45,8%. A Figura 30 apresenta o alinhamento das sequéncias
primarias da septina 3 de Homo sapiens e da septina 2 de mus musculus.

Em uma segunda etapa, 0 modelo preliminar obtido, exclusivamente por homologia, a
partir da estrutura 3FTQ foi submetido a modelagem molecular ab initio para a construcéo e
remodelagem dos elementos de insergcéo e “loops”. A Figura 31 apresenta a sobreposicéo
entre 0 modelo final de SEPT3 e a estrutura cristalografica da septina 2 (3FTQ).
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Figura 30 - Alinhamento de sequéncias priméarias da SEPT3 de Homo sapiens e da SEPT2 de Mus musculus. Aminoécidos com conservacgao superior a 30% foram
coloridos segundo as regras de Taylor (157). Na parte superior das sequéncias, observam-se o histograma de conservacdo; o histogramma de qualidade, segundo
a matriz de alinhamento BLOSUMG62 (158); e o histograma de consenso.
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Figura 31 - Projecéo esterescépica da sobreposi¢do do modelo final de modelagem molecular da septina-3
(azul) e da estrutura cristalogréfica 3FTQ (laranja). Figura produzida com o programa Pymol.

As amostras de SEPT3GC em solucdo utilizadas nos experimentos de espalhamento
de SAXS estavam em boas condi¢des de coleta, conforme verificado através da anélise
preliminar de Guinier (Figura 32). Todos os fatores de qualidade dos dados de espalhamento
foram devidamente observados. A dispersdo foi apropriada, sobretudo para as intensidades
espalhadas em angulos menores. A linearidade do gréfico de Guinier para q ~ 0 foi
acompanhada de um coeficiente de correlacdo linear de 0,998. Os raios de giro obtidos por
extrapolacdo de Guinier e pela regularizacdo de pardmetros por critério percentual estdo
plenamente de acordo. O y? resultante da sobreposicdo entre a curva teérica de espalhamento
do modelo de DAMMIF e os dados experimentais também é excelente. Por outro lado, o ¥*
resultante da sobreposicdo entre a curva experimental e a curva tedrica de espalhamento do
modelo obtido por modelagem molecular ndo é plenamente satisfatério. Contudo, foi
mostrado que a modelagem diminuiu o x* resultante da sobreposicdo entre a curva tedrica de
espalhamento e os dados experimentais, quando comparado ao resultado obtido com a
sobreposicdo da curva da estrutura cristalogréafica da septina 2. Este comportamento ja era
esperado, pois SEPT2 encontra-se sensivelmente compactada pela rede cristalina em contraste
com a SEPT3GC em solucdo. Em regime de baixissimos angulos, observa-se que as curvas
tedricas de espalhamento, do modelo da SEPT3 e da estrutura cristalografica, passam abaixo
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da curva experimental, evidenciando um raio de giro menor do que aquele obtido para a

proteina em solucdo (Figura 33A). A saber, os raios de giro calculado para 0 modelo da
SEPT3 e da estrutura 3FTQ foram, respectivamente, 22,44 A e 21,38 A. O mesmo também

ocorreu com respeito ao volume interado pelos dois modelos em relagdo aquele obtido para a

SEPT3GC em solucdo. A correcdo destas discrepancias pode ser realizada através do

refinamento de corpo rigido do modelo contra os dados experimentais. Contudo, a adocéo de

tal pratica ndo resultou em uma diminuicdo apreciavel doy ? da sobreposicdo das curvas

tedrica e experimental.

= dados cxp.
— regularniz.

moshel o exp

Ini1) (w.a.)

(1] 005 o1 0,15 0.2 0.25 03

In(l) ()

0.002 0,004 0,006 0,008 M
qQ A T)

Figura 32 — Andlises dos dados de SAXS coletados no LNLS com amostras de SEPT3GC. Em A, Curva de
espalhamento de raios X a baixos angulos; dados experimentais e respectivos erros, em preto; curva
obtida pela regularizacdo de parametros por critério percentual implementada no programa GNOM,
em vermelho; a curva teorica de espalhamento do modelo de DAMMIF. Em B, Grafico de Guinier;

dados experimentais, na cor preta; e a regresséo linear, na cor vermelha.
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Figura 33 — Comparagao entre os dados de modelagem molecular e de espalhamento de raios-X a baixos
angulos. Em A, sobreposicdo entre a curva experimental de espalhamento de raios X de SEPT3GC
e as curvas tedricas de espalhamento do modelo de SEPT3 obtido por modelagem molecular e a
estrutura cristalografica da SEPT2 (3FTQ). Em B, sobreposicdo entre o modelo de SEPT3
construido por modelagem molecular e o modelo experimental obtido a partir do programa
DAMMIF.
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Finalmente, é importante ressaltar que os experimentos de SAXS com amostras de
SEPT3GC foram devidamente reproduzidos. Ademais, tais achados também encontram-se
apoiados pela estimativa da massa da SEPT3GC estimada a partir dos dados de espalhamento
de baixos angulos. A massa obtida encontra-se dentro de erros experimentais aceitaveis, o que
elimina qualquer outra possibilidade de estado de oligomerizagdo. A SEPT3GC, portanto,
organiza-se como um mondmero nas condigdes experimentais adotadas. Estes resultados, por
sua vez, estdo plenamente de acordo com aqueles obtidos por cromatografia de filtracdo em
gel, nos quais SEPT3GC também apresenta-se como mondmero. Portanto, o envelope
molecular construido para SEPT3GC a partir de sua curva de espalhamento em solucdo €
muito confiavel (Figura 33 B)

3.3 SEPTS5 e versoes truncadas: testes de expressao e purificagido

3.3.1 Clonagem de SEPT5 e seus dominios em vetor de expressdo em bactéria

A sequencia codificadora de SEPT5NGC foi isolada de uma biblioteca de cDNA de
cerebro fetal humano por reacdo em cadeia da polimerase. O produto da reagdo de
aproximadamente 1110 pb foi purificado e inserido no plasmideo pTZ57R/T. Apos
confirmacdo da fidelidade seqtiencial por sequenciamento este clone serviu como molde para
amplificar as versoes da septina 5, SEPT5NG (948 pb), SEPT5 GC (987 pb) e SEPT5 G (825
pb) (Figura 34A). Em seguida os fragmentos de DNA foram inseridos no plasmideo de
propagacdo, pTZ57R/T, e a integridade das sequéncias foram confirmadas por
sequenciamento. A subclonagem destes fragmentos de DNA foi realizada no plasmideo de
expressao em bactéria pET28a(+). A confirmacgdo da clonagem foi verificada por analise do
padréo de restrigédo dos clones como demonstrado na Figura 34B.
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Figura 34 — Confirmacao da clonagem de SEPT5 e seus dominios em pET28a(+). Em A, fragmentos de
DNA amplificados por PCR. Em B, padrdo de restricdo dos clones em pET28a(+). 1 e D
correspondem a SEPT5G; 2 e E, SEPT5NG; 3 e F, SEPT5GC e 4 e G, SEPT5NGC. M,
corresponde ao marcador em pares de bases.

Alguns parametros fisico-quimicos que caracterizam SEPT5 e suas versfes truncadas

estao descritos na Tabela 22.

Tabela 22 — Parédmetros fisico-quimicos de SEPT5NGC, SEPTENG, SEPT5GC e SEPT5G

Proteina Massa Molecular  Ponto isoelétrico  Coeficiente de extingdo
(Da) (P1) €
SEPT5NGC +6 x His ~ 45071.5 6.56 26400 M™ cm™
SEPT5NGC 42776.9 6.21 26400 M™* cm™
SEPT5NG + 6 x His  38719.1 6.68 26400 M* cm™
SEPT5NG 36424.5 6.32 26400 M* cm™
SEPT5GC + 6 x His 40513.2 6.06 23420 M cm™
SEPT5GC 38218.7 5.63 23420 M cm™
SEPT5G + 6 x His 34029.6 6.13 23420 M cm™
SEPT5G 31735.1 5.69 23420 M cm™

"Coeficiente de extincdo para comprimento de onda de 280 nm
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3.3.2 Expressao e purificagcdo SEPT5G e SEPT5GC

As proteinas recombinantes SEPT5G e SEPT5GC foram eficientemente produzidas
em bactérias e purificadas em duas etapas cromatograficas. Na Figura 35A e 35C observamos
a presenga das proteinas recombinantes SEPT5G e SEPT5GC respectivamente, na fracdo
solivel o que permitiu a purificagdo por cromatografia de afinidade sob condicdo nativa. As
protefnas foram eficientemente retidas na resina Ni**, devido & presenca dos seis residuos de
histidinas na regido amino-terminal.

Apos a purificagdo das proteinas por cromatografia de afinidade, realizou-se a segunda
etapa do processo de purificacdo, a cromatografia de exclusdo molecular em uma coluna
superdex 200 HR 10/30 (Figura 35B e 35D). Esta etapa foi adicionada para conseguir
homogeneidade conformacional da amostra, pois havia o0 conhecimento prévio que as septinas
2 e 4 formavam agregados. Visto que as amostras de SEPT5G e SEPT5GC ndo estavam
homogéneas, (Figura 35E e 35F), foram realizadas algumas modificagfes no procedimento de
purificacdo das proteinas na tentativa de homogeneiza-las.

Na Tabela 12 (item 2.3.3) estéo descritas as alteracdes realizadas no procedimento de
purificacdo das proteinas, centradas principalmente em modificaces na forga ibnica da
solucdo tampdo e na adi¢do de agente redutor. Dos testes realizados, o de nimero 7 foi o que
apresentou melhor resultado para SEPT5G. Neste teste, a solugdo tampdo continha tris 25
mM, pH 7,8, glicerol 10%, NaCl 20 mM e 5 mM B-mercaptoetanol. O perfil de SEPT5G em
gel nativo é apresentado na Figura 36, onde nota-se a presencga de duas bandas indicando que
a proteina encontrava-se em duas formas oligoméricas. Apesar de nesta condicdo de
purificacdo o perfil da proteina foi o melhor obtido, este resultado ndo foi reprodutivel,
sugerindo instabilidade da amostra. Para SEPT5GC nenhum dos testes realizados melhorou a

condicdo da proteina em solucéo.
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Figura 35 - Anélise da expresséo e purificacdo de SEPT5G e SEPT5GC. A e C correspondem a eletroforese
sob condigBes desnaturantes de SEPT5G e SEPT5GC, respectivamente. Canaleta 1 corresponde ao
extrato protéico bruto de bactéria antes da adicdo de IPTG; 2, fracdo insoltvel apos a lise celular; 3,
fracdo soluvel; 4 fracdo sollvel apds passar pela resina de afinidade; 5, eluato da etapa de lavagem
da coluna com tamp&o contendo 12 mM de imidazol; 6, proteina eluida da resina Ni** e 7, proteina
eluida da coluna superdex 200 da cromatografia de exclusdo molecular. Em B e D cromatogramas
da segunda etapa da purificacdo de SEPT5G e GC, respectivamente, nos quais 2 indica o pico
correspondente a proteina de interesse; 1, 3 e 4 correspondem a fracéo excluida da coluna, GDP e
imidazol, respectivamente. E e F, perfil eletroforético sob condigdes nativa de SEPT5G (canaleta 8)
e SEPT5GC (canaleta 9), respectivamente. M, corresponde aos padrdes em massa molecular.
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Figura 36 - Eletroforese de SEPT5G em condigdo nativa. M, corresponde ao padrdo em massa molecular. 1 e
2 correspondem a SEPT5G apo6s purificacdo em solugdo tampao tris 25 mM, pH 7,8, glicerol 10%,
NaCl 20 mM e 5 mM B-mercaptoetanol, condicdo estabelecida pelo sétimo teste de purificacéo.

3.3.3 SEPT5NGC e SEPT5NG: expressao e purificacdo

SEPT5NG e SEPT5NGC recombinantes também foram expressas em bactéria, porém
a maior proporcdo das proteinas se encontrava na fracdo insolivel do extrato protéico das
bactérias (Figura 37A e 37C). O procedimento de purificagdo foi idéntico ao realizado para
SEPT5G e SEPT5GC, entretanto para essas duas versoes de SEPTS foram realizados apenas o
primeiro teste de purificacdo, em que a solugdo tampéo ndo continha sal e nem agente redutor,
e 0 sétimo, que correspondeu a melhor condicdo para SEPT5G (Tabela 12, item 2.3.3). Na
Figura 37B e 37D observa que nos cromatogramas 0 pico correspondente a proteina de
interesse é muito largo, tipico de amostras que ndo estdo homogéneas. A dificuldade para
trabalhar com septinas inteiras ou com versfes contendo o dominio amino-terminal ja era
conhecida pelos relatos de Garcia referente a SEPT4 (68). Este dominio em SEPT5 é rico em
residuos de aminoacidos hidrofobicos (quase 50%) e, além disso, a predicdo de estrutura
secundaria mostra que este dominio é desestruturado, como foi observado para SEPTA4.

Mediante as dificuldades para obter amostras de SEPT5NGC e de seus dominios em
condi¢des adequadas para realizar as analises propostas, optou-se por dedicar os esfor¢os nas
analises com SEPT3.
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Figura 37- Analise da expressdo e purificacdo de SEPT5NG e SEPTS5NGC. A e C correspondem ao perfil
em eletroforese sob condiges desnaturante de SEPTS5NG e SEPTSNGC, respectivamente. Canaleta
1 corresponde ao extrato protéico bruto de bactéria antes da adicdo de IPTG; 2, fracdo insoluvel
apos a lise celular; 3, fragdo soltvel; 4 fracdo solvel apds passar pela resina de afinidade; 5, eluato
da lavagem da resina com tampao contendo 12 mM de imidazol; 6, proteina eluida da resina Ni** e
7, proteina eluida da coluna superdex 200 (pico 2). Em B e D perfil cromatografico de SEPTSNG e
SEPT5NGC em uma coluna Superdex 200 de exclusdo molecular, respectivamente. 2 corresponde
ao pico da proteina de interesse; 1, 3 e 4 correspondem as fracdes de exclusdo, ao GDP e o imidazol,
respectivamente.
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a busca de parceiros protéicos para as septinas humanas 1,
5 e 7. Estas proteinas tiveram como principais parceiros outras septinas que em geral
corresponderam as septinas pertencentes a grupos diferentes das septinas usadas como iscas
no ensaio do duplo hibrido em leveduras. Os resultados obtidos seguiram as regras propostas
por Kinoshita, nas quais as posi¢oes de septinas dentro do complexo trimérico, formado pelas
septinas 7, 6 e 2, poderiam ser substituidas por septinas do mesmo grupo. Baseado em outros
complexos de septinas ja relatados na literatura e em algumas interacdes identificadas neste
trabalho, foi proposto um novo modelo para o trimero no qual septinas do grupo | (SEPTS3,
SEPT9 e SEPT12) poderiam substituir SEPT2 ou SEPT6 no trimero, SEPT7-SEPT6-SEPT2.
Poucos parceiros protéicos diferentes de septinas foram identificados, mas as fungdes por eles
executadas estdo envolvidas a processos celulares em que septinas, ndo s6 de humanos, mas
também de outros organismos, ja foram relacionadas. Resumidamente estes resultados
confirmam a preferéncia das septinas de interagirem entre si, mas apesar da necessidade de
validagdo experimental para as interagdes aqui apresentadas, algumas evidéncias fortalecem
as descobertas, como o teste qualitativo da forga relativa das interacdes e a representabilidade
de alguns parceiros protéicos na varredura do ensaio do duplo hibrido. Os resultados
apresentados referentes a busca de parceiros protéicos para SEPT1, SEPT5 e SEPT7 fazem
parte do projeto do “interactoma das septinas”, o qual resultou na identificacdo de parceiros
de interacdo para 10 das 14 septinas de humano. Os resultados foram reunidos em um artigo
cientifico sob o titulo “A draft of the human septin interactome” que foi recentemente
submetido a publicagao.

Os estudos biofisicos com SEPT3 foram realizados com sucesso, sendo possivel
estabelecer um sistema de expressao e purificacdo eficiente que permitiu realizar as anélises
biofisicas. SEPT3GC apresentou-se em solucdo como mondmero e na forma apo, duas
caracteristicas que a distingue de outras septinas humanas ja caracterizadas, as quais Sao
purificadas apenas como dimeros e associadas ao nucleotideo. A purificagdo de SEPT3GC na
forma apo permitiu realizar um estudo da afinidade desta proteina por GTPyS por meio de
experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica. A afinidade de SEPT3GC por GTPyS
foi similar ao observado para outras septinas e para algumas Rho GTPases. Esta afinidade,
como foi observado para varias GTPases e para SEPT2, é dependente de fons Mg?*, o que
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pode ter uma funcdo na manutencdo da estabilidade conformacional da proteina. SEPT3GC
diferentemente de outras septinas ndo dimerizou apds associa¢do a nucleotideo, pelo menos
nas condicOes ensaiadas. A eficiéncia em hidrolisar GTP foi verificada, mas os experimentos
ndo permitiram obter dados quantitativos desta atividade. A capacidade de SEPT3GC ligar e
hidrolisar GTP, assim como observado para outras septinas, foi independente de proteinas
auxiliares como fatores de troca de nucleotideos (GEF). A modelagem molecular e a predi¢do
do teor de estrutura secundaria baseados nas analises de dicroismo circular mostram que
SEPT3GC como outras septinas sdo compostas de uma misturas de a-hélice e estruturas-p na
qual a composicdo é afetada por pHs extremamente basicos ou &cidos. Ensaios de
cristalizacdo com SEPT3GC foram realizados, mas até o momento o melhor cristal obtido
difratou a uma resolugdo de aproximadamente 6 °A, 0 que ndo permitiu obter dados
estruturais. A realizagdo de uma investigacdo preliminar da natureza dos agregados formados
por SEPT3GC sob variagdo de temperatura resultou na ligacdo a tioflavina-T, uma sonda
especifica para agregados do tipo amildide. Resumidamente os resultados aqui apresentados
mostram que SEPT3GC apresenta algumas caracteristicas que a diferencia das septinas
humanas j& caracterizadas: encontra-se em solucdo na forma monomérica e apo e apds a
associacdo ao nucleotideo conserva-se no estado monomérico, sugerindo que a ligacdo ao
nucleotideo ndo estd regulando sua oligomerizacdo. Ja a ligacdo a tioflavina-T, sugere a
possivel formacao de agregados do tipo amiloide, que sdo comumente relacionadas a algumas
anomalias neurodegenerativas. Este resultado abre espaco para novas linhas de investigacéo

futura, visto que ja ha relatos do envolvimento de SEPT3 com a doenca de Alzheimer.
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