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RESUMO

A fungéo de uma proteina depende da estrutura nativa obtida a partir de sua estrutura
primaria de aminoacidos por um processo denominado de enovelamento protéico. Falhas
neste processo podem levar a formagdc de agregados protéicos gue tém relacdo com
doengas humanas; como as doengas amildides. Durante a evoluco, as células tém
desenvolvide mecanismos de prevencgéo e controle de qualidade para evitar a agregacaoc de
proteinas. Um destes mecanismos ¢é através da sintese das chaperones moleculares. Dentre
as varias proteinas desta categoria, destaca-se o sistema Hsp70 que desempenha fungbes
essenciais no metabolismo de proteinas, pois age como um pivé, recebendo e distribuindo
proteinas desenoveladas ou substratos entre as demais chaperones moleculares. Assim, o
estudo do mecanismo de agdo desta maquinaria é importante para compreender o
enovelamento protéico no meio intracelular. Como muitas das informagdes disponiveis para
o sistema Hsp70 s&o do sistema bacteriano, este estudo pretendeu a obtengio de proteinas
da familia Hsp70: Hsp70-1A e suas co-chaperones Hspd0 (DjAT e DjB4) e GrpE {(GrpE#1 e
GrpE#2) de origem humana. Os cDNAs destas proteinas foram clonados e as proteinas
foram expressas, purificadas e caracterizadas quanto & relagédo estrutura e funcdo. Para
tanto, foram utilizadas técnicas como: dicroismo circular, fluorescéncia, calorimetria,
ultracentrifugag@o analitica e espalhamento de raios X a baixos angulos. Os resultados
principais mostraram que: 1) a Hsp70-1A sofre pequenas mudangas conformacionais
induzidas pelos nucleotideos adenosina tri-fosfato ou adenosina di-fosfato: 2) as duas
representantes humanas das subfamilias A e B das Hsp40, a DjA1 e DjB4, respectivamente,
possuem atividade chaperone e estrutura quaterndria distintas uma da outra; e 3) as GrpEs
humanas possuem estrutura quaterndria similar, porém diferem na disposicac espacial de
alguns dominios e em outras propriedades biofisicas, indicando funcdes especificas ou
especializadas no interior da mitocéndria. Estes resuitados podem ajudar na compreensio

sobre a relagéo estrutura-funcéo desta importante maquinaria celuiar.
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ABSTRACT

The role of a protein depends on its three-dimensional structure, which is acquired
from its amino acid sequence through a process called protein folding. However, mistakes on
this process cause protein aggregation, which may be related to some human iliness; like
amyloids diseases. During the evolution, the celis have developed mechanisms 1o prevent
and to control quality in order to avoid protein aggregation. One of these mechanisms is the
molecular chaperones. Among the several proteins from this category, the Hsp70 system has
essential functions in the protein metabolism, because it acts as a pivot, receiving and
handing out unfolded proteins or substrates among the others molecular chaperones. Thus,
the study of the action mechanism of the Hsp70 machinery is important to understand the
protein folding process inside the cells. Since, there is a large amount of information available
about the Hsp70 system from bacteria, this study intended the characterization of proteins
from human Hsp70 system: Hsp70-1A and its co-chaperones Hsp40 (DjA1 and DjB4) and
GrpE (GrpE#1 and GrpE#2). The cDNA from those proteins were cloned and the proteins
were expressed, purified, and characterized concerning their structure-function relation. In
such effort, several techniques were used, like: circular dichroism, fluorescence, calorimetry,
analytical uitracentrifugation and small angle X-ray scattering. The main results are: 1) the
Hsp70-1A underwent little conformational changes induced by the nucleotides adenosine tri-
phosphate or adenosine di-phosphate; 2) the two representatives of human Hsp40 proteins
DjA1 and DjB4, from subfamily A and B, respectively, possess distinct chaperone activities
and quaternary structures; and 3) the human GrpEs possess similar quaternary structure, but
with discrete differences in the spatial disposition of some domains and with dissimilar
biophysical properties, implying in specific or specialized functions inside the mitochondria.
These results may help the further understanding of the structure-function relation of that
important cell machinery.

XXi



1 INTRODUCAO

1.1 Enovelamento e agregacéo de proteinas

A atividade bioldgica das proteinas estd relacionada com a estrutura nativa que a
mesma € capaz de obter no meio soldvel. Anfinsen (1973) mostrou que todas as informacgdes
necessarias para o enovelamento correto estdc contidas na propria seqliéncia primaria de
aminoacidos que compbem a proteina. O processo pelo gual uma proteina recém sinietizada
obtém sua estrutura terciaria é denominado de enoveiamento protéico. O primeiro astagio
deste processo parece envolver ¢ colapso hidrofébico que pode compensar,
termodinamicamente, a entropia desfavoravel proveniente da formagdo de uma estrutura
organizada (revisbes sobre enovelamento protéico: Privalov (1996); Jaenicke {1999} e suas
citagbes). Para proleinas peguenas, 0 enovelamenio parece ocorrer rapidamente, porém em
proteinas maiores este processo pode ser mais lento, passando por etapas gue envolvam
intermediarios parciaimente enovelados. O enovelamento através de intermedidrios pode ser
descrito em trés etapas: 1) formagdo muito répida de estruturas secundarias; 2) formagéo
répida do intermediario caracterizado pelo colapso da cadeia peptidica contendo estrutura
secundaria em um gidbulo compacto sem estrutura tercidaria rigida; e 3) formagdo da
estrutura protéica nativa (Ptitsyn, 1991). O enovelamento protéico é influenciado por varias
propriedades fisico-quimicas como: energia livre, temperatura, forca ibnica, acidez,
concentragdo de proteinas, pontes dissulfeto, glicolisacado, etc (Ruddon & Bedows, 1997).
Algumas proteinas podem interagir umas com as outras em condigbes nédo adequadas, como
em solugbes em alta concentragdo ou em condicbes de desnaturagdo (comoc o choque
termico), atraves de regides hidrofdbicas expostas e formar agregados protéicos que tendem
a se precipitar in vivo e in vitro {Jaenicke ef al., 1987; Beissinger & Buchner, 1998).

Agregados proteicos ou proteinas enoveladas incorretamente nao séo somente
problemas para os estudos de proteinas /n vitro ou um fator de perdas econdmicas para as
inddstrias biotecnologicas e farmacéuticas (Ruddon & Bedows, 1997; Fink, 1898). As falhas
no enovelamento protéico, resultando na agregacdo, também podem estar relacionadas com
algumas doencas humanas, tais como: mal de Alzheimer, mal de Parkinson, doenga de
Creutzfeld-Jacob {prion), fibrose cistica, doeng¢a de Huntington, deficiéncia de ai-antitripsina,
alguns tipos de céancer, enire outras (Ruddon & Bedows, 1997; Beissinger & Buchner, 1998;
Chai ef al.,, 1999; Harll & Hayer-Hartl, 2002). Agregados proiéicos podem se formar dentro
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das células ou em tecidos causando danos aos érgaos ao ativar a resposta inflamatéria, poi
exempio. A principal questio € como prevenir tais patologias e quando isto no for possivel
como reverter a agregacao protéica.

As células controlam o problema da agregagao protéica e enovelamento incorreto de
proteinas através da expressio de uma classe especial de proteinas, em condicdes normais
& em esiresse, que 880 capazes de auxiliar o enovelamento protéico, prevenir a agregacéo
de proteinas e também recuperar proteinas de agregados, enire outras fungbes. Tais
proteinas sdo chamadas genericamente de chaperones moleculares ou proteinas do choque
térmico (Hsp). As chaperones moleculares sao temas de varias revisGes recentes, como as
citadas a seguir: Gething & Sambrook (1992); Hendrick & Hartl (1993), Boston ef al, {19986);
Martin & Harti (1997); Bukau & Horwich (1998); Beissinger & Buchner (1998); Fink (1999);
Miernyk (1999); Hartl & Hayer-Hartl (2002).

1.2 Chaperones molecuiares e proteinas de chogue térmico

Uma revisdo sobre as principais familias de chaperones moleculares pode ser
encontrada na revisd8o em anexo (Borges, J.C. & Ramos, C.H.l. 2004, Protein folding
assisted by chaperones. Protein Pept. Lett., submetido — Anexo [), que relata a importancia e
mecanismo de acéo das principais familias de chaperones moleculares. Nesta revisao, é
enfatizada a importancia da familia Msp70 no sistema chaperone celular, no qual elas
funcionam como um pivd mediando a troca de substratos e a agéo chaperone com as demais
familias de chaperones moleculares. A seguir é apresentada uma descrigdo mais detalhada
das propriedades gerais e caracteristicas das proteinas que compdem o sistema chaperone
Hsp70 e suas principais co-chaperones, as Hsp40 e GrpE, que sio objeto deste trabalho.

1.2.1 Hsp70

Uma das mais importantes familias de chaperones moleculares é a formada pelo
sistema Hsp70: Hsp70 (DnaK em Escherichia coli) e suas co-chaperones Hsp40 (DnaJ em £.
coly e GrpE. Tal sistema est4d envolvido em uma série de importantes fungées no
metabolismo protéico intracelular envolvendo o enovelamento de proteinas, nos quais é
possivel destacar: ligagdo de polipeptideos recém sintetizados auxiliando seu enovelamento;
prevencao da agregagdo induzida por diferentes tipos de estresses e recuperacdo de
proteinas de agregados (Mayer ef al., 2001). As Hsp70 estdo envolvidas em outras fungdes,
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nas quais nac envolvem necessariamente o enovelamenio de proteinas, como o transporte
de proteinas por membranas e para a degradacgio protsica, na estabilizacdo de fatores de
iranscricdo celular, enire outras (Mayer ef al,, 2001; Haril & Hayer-Hartl, 2002). No meio
intraceiular, as Hsp70 exercem fungdes de controle de qualidade sobre proteinas enoveladas
incorretamente (Glover & Lindquist, 1998; Goloubinoff of a/., 1999; Mogk ef al., 1999) e em
proteinas recém sintetizadas (Hendrick ef a/., 1993; Frydman et ai., 1994, Mayer et al., 2001).
Na realidade, o sistema Hsp70 funciona como um “pivd” capaz de receber e distribuir
proteinas instdveis e/ou parcialmente enoveladas enire as demais familias de chaperones
moleculares (Anexo | — Borges & Ramos, 2004, submetido).

O mecanismo pelo qual as Hsp70 exercem suas fungdes ainda nao € muito
compreendido, porém duas hipdteses sao consideradas: 1) as Hsp70 agiriam de maneira
passiva, na qual através de muitiplos ciclos de associag8o e dissociagdo com © subsirato,
este se enovelaria espontaneamenie (Maver ef al, 2001) e 2} a energia liberada pela
hidrolise de adenosina 5 tri-fosfato (ATP) no ciclo das Hsp70 (ver abaixo) provocaria
mudangas conformacionais no substrato rompendo algumas barreiras energéticas na via de
enovelamento (Pierpaoli ef al., 1997; Mayer ef al., 2001).

As Hsp70 apresentam massa molecular (MM} de aproximadamente 70 kDa e sdo
divididas em dois dominios: o dominic de ligagdo de nucleotideos adenosina (DLN -
aproximadamente 45 kDa), que possui atividade de hidrdlise de ATP, e o dominio de ligacao
de substratos (DLS — aproximadamente 25 kDa), capaz de ligar sequéncias de residuos de
aminoécidos hidrofébicos. No entanto, existem proteinas classificadas como pertencentes a
superfamilia das Hsp70 e apresentam sequéncia primdria correspondente a proteinas de
aproximadamente 110 kDa e 170 kDa. Tais proteinas sdc chamadas de Hsp110 e Hsp170G,
respectivamente, e apresentam alta similaridade na seqiiéncia de aminoéacidos com o DLN
das Hsp70. Entretanto, na regido correspondente ao DLS, as proteinas Hsp110 e Hsp170
possuem seqliéncias de aminoacidos ndo similares inseridos em regides de alta similaridade
com as Hsp70. As fungbes das Hsp110 e Hsp170 e, mais especificamente, daquelas regites
inseridas, ainda ndo estao bem descritas (Easton et al., 2000; Mayer ef al., 2001).

As Hsp70 sdo capazes de interagir com seqliéncias de, nc minimo, 5 residuocs de
aminoacidos hidrofobicos flanqueados por residuos positivos (Zhu ef al., 1996; Radiger ef al,
1997; Rldiger et al, 2001) e a afinidade pelos substratos € regulada pela presenca do
nucleotideo adenosina no DLN. O DLS apresenta alta afinidade por substratos quando o

nucleotideo adenosina 5’ di-fosfate (ADP) esid ligado ac DLN, apreseniando uma baixa taxa
3



de ligag@o de substratos. A baixa afinidade do DLS pelo substrato ocorre quando ¢ ATP esta
ligade ac DLN, sendo a taxa de ligag8o de substratos alta nesta condicdo (Theyssen ef al.,
1996; Mayer ef al., 2000; Mayer et al., 2001). O DLN funciona como uma “concha” (Figura 1),
existindo no seu interior o sitio de ligacBo para os nucleotideos, que pode ser dividido em
dois sub-dominios {DLN1 e DLN2). O DLS também pode ser subdividido em dois sub-
dominios: um formado principaimente de folha B-pregueada (DLS1), que funciona como uma
‘cama” para o substrato e ouiro compesto por uma longa estrutura em a-hélice que pode
funcionar como uma “tampa” (DLS2) (Zhu ef al, 1996; Mayser ef al, 2000). A “tampa”
possuiria uma mobilidade gue a torna capaz de fechar sobre a “cama” através de uma
dobradica (Zhu et al,, 1996} e, por conseguinte, sobre o substrato. Assim, duas possiveis
conformagdes principais da Hsp70, na presenca de diferentes nucleotideos adenosina,
poderiam ser descritas: uma “aberta” e outra “fechada” em relacio ao substrato. Na auséncia
de nucleotideos adencsina, foi descriic a existéncia de um estado de equilibric entre as duas
possiveis conformagtes da tampa (Mayer ef af., 2000). A ligacao de ADP ao DLN provocaria
mudangas conformacionais neste gue seriam transmitidas ao DLS, deslocando o equilfbrio
para a conformagao fechada. A ligagéo de ATP causaria um efeito oposto, no qual o
equilibrio seria deslocado para a conformagao aberta (Mayer ef al., 2000). O ciclo de ligagao
de ATP na Hsp70, a hidrolise de ATP e a troca de ADP por ATP sao auxiliados pelas co-
chaperones da Hsp70, as Hsp40 e GrpE (Figura 1), e sera discutido a seguir.

Embora as proteinas Hsp70 apresentem alta conservacdo funcional e estrutural, elas
podem ser classificadas em 3 subfamilias denominadas como DnaK, Hsc70 e HscA,
segundo as suas propriedades de dissociacdo de nucleotideos adenosina. As Hsc70 e HscA
apresentam afinidade por nucleotideos adenosina de aproximadamente 20 e 700 vezes,
respectivamente, menor do gque a afinidade da DnaK por tais ligantes (Brehmer et al., 2001).
As subfamilias DnakK, Hsc70 e HscA possuem duas principais diferencas estruturais em duas
regides da estrutura terciaria do DLN: 1) uma alga exposta na estrutura localizada na
abertura da fenda do sitio de ligag@o do nucleotideo adenosina; e 2) a polaridade da interface
da fenda de acesso ao sitio de ligacdo do nucleotideo (Brehmer et al., 2001). A subfamilia
DnaK (Hsp70 de procariotos e aquelas encontradas em organelas de eucariotos) possui uma
longa alga (A276-R302 na DnaK de E. coli), na qual as GrpE seriam capazes de se ligar, e
uma regido hidrofobica no topo da fenda e duas pontes salinas responséveis pela polaridade
da interface da fenda. Estes fatores dificuitariam ¢ transito de ligantes pela fenda (Brehmer et

al, 2001). As representantes da subfamilia Hsc70 (as Hsp70 de citoplasma de eucariotos)
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apresentam a alga menor em 4 residuos de aminodcidos, ndo apresentandc a regiao
hidrofobica e uma das pontes salinas na interface da fenda. A subfamilia representada pelas
HscA (também enconiradas em procariotos) apresenta 10 residuos de aminoacidos a menos
naquela alga, & nenhum dos trés fatores da interface da fenda (Brehmer ef al,, 2001}, Tais
propriedades podem explicar as diferencas nas afinidades das Hsp70 pelos nucieoctidecs
adenosinas & a necessidade de co-chaperones para auxiliar a troca de nucleotidecs
adenocsina nas subfamilias DnaK e Hsc70 (Brehmer ef af,, 2001).

Como descrito acima, a ligaclo de ATP ou ADP ac DLN € um fator importante para a
acio das Hsp70. Portanto, a afinidade das Hsp70 pelos nucleotideos adenosina também &
um fator importante para a aglo destas proteinas. As proteinas DnaK de E. coli ¢ de
Thermus thermophilus e também a proteina Hsc70 de cérebro bovino, apresentam
constantes de dissociagdo de ordem submicromolar pelos nucleotideos MgATP e MgADP
{Mayer et al., 2001}. Este fator per se indica que a associagio da Hsp70 com ATP nBo é ¢
fator limitante do ciclo de agéo (ver abaixo), pois em condigBes fisioldgicas, as Hsp70 estéo
saturadas com ATP (Mayer et al., 2001). A etapa de transigdo das Hsp70 da forma de baixa
afinidade peio substrato (Hsp70-ATP) para a forma de alta afinidade (Hsp70-ADP) é
dependente da hidrélise de ATP, sendo este o fator limitante do ciclo devido a baixa
capacidade das Hsp70 em realizar esta hidrélise (Wilbanks et al., 1994; Mayer ef al., 2001).
A hidrélise de ATP é estimulada pela ligagdo do substrato ao DLS e também pela interagao
com as Hsp40 (Mayer et al., 2001 e citagbes). Entretanto, alguns autores relatam que
algumas Hsp70 apresentam constantes de dissociag@o pelos nucleotideos adenosina (ATP e
ADP) na ordem de micromolar {Mayer et al., 2001). Ha & McKay (1994) discutem que muitos
dados da literatura podem conter erros na determinagdo das constantes de dissociagao
devido & auséncia de etapas de remocfo de nucleotideos adenosinas porventura ligados a
proteina. Entretanto, as agfes de determinados sais devem ser levadas em consideragao
(O'Brien & McKay, 1995). Alguns trabalhos mostram a importancia de alguns sais para a
ligacdo dos nucleotideos e para a agéo das Hsp70 (Mayer ef al., 2001). Por exemplo, ions
Ca*", Mg® e K* foram encontrados ligados a sitios especificos nas estruturas em alta
resolugdo do DLN de algumas Hsp70 (Flaherty et al, 1990; Wilbanks & Mckay, 1995).
Ademais, a hidrolise de ATP ¢ dependente da concentragio de fons K" (Ha & McKay, 1994),
mas nédo de fons Na* (O'Brien & McKay, 1995). O Pi pode ser importante em reduzir a taxa
de liberacao de ADP pelo DLN, sendo uma das etapas limitantes da hidrdiise de ATP, ¢ que

provoca um relativo aumento na constante de afinidade (Ha & McKay, 1294).
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1.2.2 Ciclo funcional das Hsp70

O ciclo funcional simplificado das Hsp70 estd representado na figura 1 (modificado de
Mayer et al, 2000). Como descrito acima, a afinidade das Hsp70 por substratos depende do
nucleotidec adenosina ligado ao DLN — ADP (alta afinidade) e ATP (baixa afinidade) — sendo
que a hidrdlise de ATP ¢ o fator fimitante do ciclo (Mayer et a/,, 2001). Na presenca de ATP,
a ligagdo de substratos ac DLS ¢ caracterizada por uma alta taxa de associacdo e
dissociagao, visio que 0 equilibrio conformacional do subdominic DLS2 estaria desiccado
para a conformagao aberta em relagdo ao DLS1 e substrato, expondo o sitio de iigacéo do
substrato do DLS. © substrato pode se ligar ao DLS a partir da solugdc ou ser transportado
pelas Hsp40 para as Hsp70. Assim, as Hsp40 poderiam agir como um fator de selecdo de
substratos para as Hsp70 (Rudiger et al, 2001). Tanto a presenca do substrato igado ao
DLS quanto a interag8o entre as Hsp40 a Hsp70 sdo fatores de estimulacdo, de maneira
concomitante, da atividade de hidrdlise de ATP (Laufen ef al, 1999). A presenca de ADP
ligade ac DLN resultaria em mudancas conformacionais que deslocariam o equilibrio do
DLS2 para a conformag&o fechada. Nesta conformacéo, a Hsp70 apresenta alta afinidade
peio substrato (Montgomery et al, 1999; Mayer et al, 2001). Dependendo da Hsp70 em
questdo, pode haver a necessidade da agdo das co-chaperones, GrpE ou Bag-1, para induzir
o desligamento do ADP e a posterior liberagdo do substrato para o meic ou para as outras
chaperones moleculares. Assim, as GrpEs podem reciclar as Hsp70 disponibilizando-as para

um outro ciclo de agéo (Liberek et al., 1991).

1.2.3 Co-chaperones da Hsp70

As Hsp70 possuem muitas co-chaperones que auxiliam e regulam a sua atividade
(Mayer et al., 2001). Muitas proteinas agem no heterocomplexo formado pelas Hsp70-Hsp90,
como a Hip e a Hop que interagem com as Hsp70 pela sequéncia repetitiva de motivos
tetratricopeptideos (Mayer et al., 2001). Neste trabalho, entretanto, é descrito em detalhes as
duas principais co-chaperones da Hsp70: as Hsp40, que estimulam a atividade de hidrélise
de ATP das Hsp70; e as GrpE, que séo fatores de troca de nucleotideos no DLN das Hsp70.
Detalhes sobre as demais co-chaperones da Hsp70 podem ser encontrados na revisio

escrita por Mayer ef al. (2001).



Hsp40

As Hsp40 s&o co-chaperones que estimulam a atividade de hidrdlise de ATP das
Hsp70, selecionam e transportam substratos para as Hsp70, possuindo também atividade
chaperone intrinseca (Hendrick ef al,, 1993; Liberek ef a/., 1996; Karzai & McMacken, 1896,
Laufen ef al, 1999). Assim, as Hsp40 auxiliam as Hsp70 no snovelamenio de proteinas
recém sinietizadas, na prevencdc da agregacfo, no reenovelamenio de proteinas de
agregados, enire ouiros processos (Gething & Sambrook, 1992; Hendrick ef al, 1993,
Liberek ef al., 1996; Martin & Hartl, 1997; Fink, 1999; Mayer st a/., 2001). A agdo das Hsp40
no estimulo & hidrolise de ATP pelas Hsp70 é sub-estequiométrica, na qual elas funcionam
de uma maneira sinérgica com o substrato (Pierpaoli ef al., 1998; Laufen ef al., 1999).

As Hsp40 s&o proteinas de aproximadamente 40 kDa, encontradas principalmente na
forma de dimeros e caraclerizadas pela presenca de um dominio rico em a-hélice chamado
de dominio J, devido a sua identificac8o na DnaJ, a Hspd0 de E. cofi. A interagéo entre o
dominio J das Hsp40 e o DLN das Hsp70 ocorre principalmente através de uma segliéncia
de 3 residuos de aminoacidos — HPD — que sdo evolutivamente conservados ¢ estao
localizados em uma alga exposta ao solvente (Szabo ef al., 1994; Greene ef al., 1998; Suh et
al.,, 1999). Entretanto, alguns trabalhos mostram a possibilidade de mditiplos sitios de
interacdo enire as Hsp40 e Hsp70 (Qian et al., 2002; Linke ef al., 2003) e ensaios de
espectroscopia de ressonancia de plasma superficial mostram a existéncia de pelo menos
dois sitios de interagao enire a DnaK e a DnadJ de E. cofi, ambos localizados no dominio J da
DnaJ (Suh et al., 1999).

As Hsp40 sao proteinas ubiguas e apresentam alta diversidade, porém diferem na
arquitetura de dominios e na localizagéo celular (Cyr et al, 1994; Cheetham ef al., 1998;
Mayer et al., 2001). Um exemplo desta diversidade é a presenga no genoma humano de 44
possiveis genes que codificam seqléncias de Hsp40 (Venter ef al., 2001). As Hsp40 podem
ser divididas em 4 regides conservadas (Figura 1a do Anexo Hl): o dominio J, que é capaz de
interagir com as Hsp70 estimulando a atividade de hidrélise de ATP, é geralmente localizado
na regiao amino-terminal da proteina e é composto principalmente por estrutura secundaria
do tipo a-hélice (Szabo ef al., 1994; Greene ef al., 1998; Suh et al., 1998). Apds o dominio J,
pode ser identificada uma regid@o de 30 a 70 residuos de aminoédcidos onde muilos séc
residuos de glicina e fenilalanina (G/F), gue pode funcionar como um espacgador entre o
dominio J e o restante da estrulura da Hspd40 e ser responsavel por uma flexibilidade entre
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tais regides (Szyperski ef al, 1994; Karzai & McMacken, 1996). A regido G/F é essencia
para a fungéo das Hsp4Q testadas (Karzai & McMacken, 1996: Yan & Craig, 1999), pois ¢
dominio J isolado é incapaz de interagir com as Hsp70 (Szabo et al, 1996; Karzai &
McMacken, 1996; Suh et al, 1999). A regific central de algumas Hsp4( apresenta urr
dominio rico em residuos de cisteinas formado por 4 repeticbes do motivo CXXCXGXG
{onde X € um aminoécido qualquer). Esta regiGo central se enovela de maneira dependente
de zinco, onde dois conjuntos de motivos ligam 1 fon de zinco (Szabo et al., 1996; Banecki
al, 1996, Martinez-Yamout ef al, 2000). O dominic localizado na regido carboxi-terminal,
chamado de dominio DnaJ_C, é formado principalmente de estrutura em folha B-pregueada
e se enovela como uma ferradura na estrutura dimérica (Sha et al., 2000). A fungéo da regigo
rica em cisteinas e do dominio DnaJ_C das Hspd0 é a interagdo com substratos,
sequestrando-os do meio, prevenindo a agregagéo e transportando-os para as Hsp70 (Szabo
et al., 1996; Banecki ef a/,, 1996; Sha ef al., 2000 Ridiger ef al., 2001; Lee et al., 2002). A
recente determinacdo da estrutura em alia resolugdo da regido central rica em cisteinas
juntamente com o dominio DnaJ_C com um substrato peptidico ligado, mostra a participacao
de ambos dominios na ligagdo de substratos (Li ef af., 2003).

Como discutido acima, as Hsp40 também podem funcionar como chaperones
moleculares (Langer ef al., 1992; Szabo ef al., 1994; Ridiger et al., 2001). O sitio de ligagdo
de substratos da DnaJ reconhece seqiiéncias de 8 residuos de aminoscidos que apresentam
similaridade com aqueles reconhecidos pela DnaK (Rudiger et al., 2001). Deste modo, a
DnaJ pode agir como um fator selecionador de substratos para a DnaK (Ridiger ef al., 2001).
A agao chaperone das Hsp40 ocorre por interagio hidrofébica com os substratos (Rdiger et
al., 2001; Lee et al, 2002; Li et al, 2003) e dois possiveis mecanismos de acao sao
propostos para o ftransporte de substratos das Hsp40 para as Msp70. Em uma das
possibilidades, as Hsp40 se ligariam ao mesmo sitio hidrofdbico que as Hsp70, nao
ocorrendo formagdo de complexos Hspd0-Hsp70 via substrato. Na outra possibilidade, as
Hsp40 e Hsp70 interagiriam através de diferentes sitios hidrofdbicos nas proteinas nao
enoveladas, permanecendo ligadas pelo substrato por algum tempe formando um complexo
transiente Hsp40-Hsp70-substrato (Rudiger ef a/., 2001). Laufen et al., (1999) propdem que o
ciclo funcional das Hsp40 com as Hsp70 ocorre em multiplas etapas: 1) interagdo entre o
dominio J com o DLN das Hsp70 no estado ligado ao ATP; 2) transferéncia do substrato para
o DLS das Hsp70; 3) comunicacdo da ligagdo do substrato transmitido peic DLS ao DLN, o

gue resulta na estimulagio completa da hidrolise de ATP seguida pelc fechamento do DLS2
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sobre o substraio e 4) dissociagéo da Hsp40 do complexo formado entre Hsp70-ADP-
substrato. Entretanto, devido & grande diversidade das Hsp40 e a existéncia de muitiplos
contatos entre as Hsp40-Hsp70 (Suh et al., 1999; Qian ef al., 2002; Linke et al., 2003), tal
ciclo funcional pode ser constituido de mais etapas, dependendo das proteinas em questéo.

A figura 1a, apresentada nc Anexo |, sumariza a arquitetura de dominios das Hsp40 e
as classifica em 3 subfamilias, a saber: A) proteinas que apresentam todos os dominios
descritos acima; B) proteinas que ndo possuem o dominio rico em cisteinas e C) aguelas gue
apresentam somente o dominic J, porém néo necessariamente localizado na regido amino-
terminal da proteina (Cheetham ef al., 1998; Mayer et al., 2001). As Hsp40 das subfamilias A
e B sdo encontradas na forma oligomeérica de dimeros, cujo sitio de dimerizagéo ocorre pela
interacdo de aminoacidos localizados na extremidade carboxi-terminal (Sha et al., 2000; Li et
al., 2003).

GpE

As Grpk sao co-chaperones especificas para a subfamilia DnaK das Hsp70 (Brehmer
ef al., 2001) e s&o essenciais para a viabilidade de bactérias em todas as temperaiuras
(Langer et al., 1992). A GrpE age como um fator de troca do nucleotideo ADP ligado & DnaK
(Szabo et al., 1994), sendo importante para a reciclagem desta ditima (Liberek et af., 1991).
A estrutura em alta resolugéo da GrpE de E. coli (EcGrpE — entre os residuos 34-197), em
complexo protéico com o DLN da DnakK de E. coli, mostra a EcGrpE como um dimero rico em
estrutura secundaria do tipo a-hélice e com um formato alongado (Harrison ef al., 1997). A
figura 2 representa, de maneira esquematica, a estrutura de GrpE de E. coli e a caracteriza
em 4 principais regides. A regido carboxi-terminal (EcGrpE+3s.197) € formada principalmente
por estrutura secundaria do tipo folha B-pregueada e € capaz de interagir com o DLN da
DnaK induzindo um movimentc de abertura do DLN (Harrison ef al., 1997). Desta forma, a
interagdo da GrpE com a DnaK auxilia na liberacdo da molécula de ADP ligada ao DLN
(Harrison ef al, 1997, Brehmer et al., 2001). A regido central da proteina (EcGrpEgg.137) é
formada por um feixe de 4 heélices que possivelmente age como um centro para a
dimerizacdo da proteina (Gelinas ef al., 2002; Mehl ef al., 2003). A regi&o amino-terminal
(EcGrpE4p.ge) € formada por duas longas a-hélices que parecem estar conectadas ac
dominio carboxi-terminal e funcionam como um sensor térmico, como discutido abaixo
(Grimshaw ef ai, 2001; Gelinas ef al, 2002; Gelinas ef al., 2003; Grimshaw et a/., 2003}.
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Para a Grpk de T. thermophilus © dominio carboxi-terminal € o responsdvel pela fungéo de
termo-sensor (Groemping & Reinstein, 2001). Os primeiros 34 residuos da GrpE estio
ausentes na estrutura em alta resolugéo, sugerindoc que esta regido poderia ndo possuir
estrutura secundaria bem definida, pois o cristal s6 foi obtido apds a protedlise limitada
daquela regiao (Harrison etf al., 1997). Entretanto, esta regifio é importante para a interacéo
com o DLS da DnaK reduzindo & afinidade desta pelos substratos. Esta propriedade pode
explicar a necessidade do formato alongadoe apresentada pela GrpE (Harrison ef al., 1997:
Mally & Witt, 2001, Chesnokova ef al., 2003). A outra possibilidade recentemente levantada é
que as Grpks podem evitar a interacfo de subsiratos com o DLS das Hsp70 (Brehmer ef /.,
2004).

A GrpE ¢ capaz de agir como um sensor térmico para o sistema Hsp70, de forma que
as Hsp70 possam manier os substratos em solugdc nas condicdes de estresse térmico
(Grimshaw ef af,, 2001; Groemping & Reinstein, 2001, Grimshaw et al., 2003). Um aumento
de temperatura no meio provoca uma perda de estrutura nas longas hélices,
desestabilizando o dominio carboxi-terminal e reduzindo a sua capacidade de interacdo com
o DLN da DnaK (Gelinas et al., 2003). Assim, a DnaK, em células submetidas ac estresse
térmico, estaria permanentemente ligada aoc ADP e também ao substrato. Deste modo, a
DnaK evita a agregagao do substrato e n&o o libera para o meio até que ocorra a reducéo da
temperatura e a reativagdo da GrpE (Grimshaw et al., 2001). Em baixas temperaturas, a
GrpE recupera a estrutura nas longas hélices, recuperando a estabilizagdo do dominio
carboxi-terminal e a sua capacidade de interagir com o DLN da DnaK. Assim, apés a
liberagdo do ADP do DLN da DnaK e a ligagédo do ATP a este dominio, o substrato é liberado
do DLS para o meio, podendo se enovelar (Grimshaw et al., 2001).

A maior parte das informagbes experimentais disponiveis sobre as GrpE se referem ao
exemplar de E. coli e em menor grau aquele de T. thermophilus, organismos que possuem
apenas uma isoforma da proteina. Entretanto, organismos eucaridticos possuem mais de
uma isoforma de GrpE, ambas localizadas na mitocondria (Schlicher & Soll, 1997; Naylor et
al., 1998; Choglay et al., 2001). As proteinas de mamiferos tém a habilidade de interagir e
estimular a atividade de hidrolise de ATP pela Hsp70 mitocondrial (Naylor et al., 1998) que
pertence a subfamilia DnaK (Brehmer et al, 2001). Embora a necessidade de duas
isoformas de GrpE na mitocdndria nac esteja ainda solucionada, Naylor et al. {1998) mostra
que elas tém diferentes padrbes de express@o e sugere gue elas podem ser ativas em

diferentes situagbes e/ou reguladas de maneira pés-transcricional e/ou pés-traducional.
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N&o foi identificada nenhuma proteina homdloga a GrpE localizada no citoplasma de
células eucaridticas, porém existe uma proteina capaz de influenciar a troca de nucleotideos
adenosina das Hsp70 citoplasmaticas. Tal proteina recebe o nome de Bag-1 e pertence a
uma familia de proteina aniiapopidticas que se ligam a um grande nimero de proteinas
celulares (Fink et al, 1999). A Bag-1 existe na forma monomérica (Stuart ef al,, 1998) e é
formada por um feixe de 3 a-helices. Ela € capaz de deslocar o ADP ligado & Hsp70
citoplasmatica e fambeém recrutar as Hsp70 para alvos especificos (Briknarova ef al, 2001,
Takayama & Reed, 2001).

1.3 Técnicas biofisicas utilizadas para estudos de estrutura-fungéc

As proteinas apresentam varias propriedades biofisicas que podem ser analisadas
atraves da interacdo com ondas eletromagnéticas, liberag@o cu absorgo de calor e também
pela interagho da proteina com o meic soldvel no qual gue ela se encontram. Para a
realizagac deste trabalho, foram avaliadas algumas propriedades biofisicas das proteinas em
solugado, para a caracterizacdc da relacdo estrutura-fungdo das chaperones moleculares
humanas Hsp70, Hsp40 e GrpE. Abaixo é apresentada uma breve introducdo tedrica sobre
as tecnicas utilizadas.

1.3.1 Dicroismo circular

Uma molécula (croméforo) cuja estrutura é quiral, ou seja, que possui um centro de
assimetria, é capaz de interagir com a luz circularmente polarizada a direita e a esquerda,
assim é a técnica de especiropolarimetria de dicroismo circular (CD) {para revisdo: Woody,
1995; Kelly & Price, 1997). As proteinas s3c moléculas que satisfazem o requisito acima
devido a presenga, em sua estrutura, de dois croméforos principais: as figagbes amidicas e
as estruturas arométicas. As primeiras s8o responsaveis pelo sinal caracteristico no
comprimento de onda (A) do ultravioleta distante {(abaixo de 250 nm) sendo utilizadas como
sondas para estruturas secundarias de proteinas. As estruturas aromaticas das proteinas
s&o responsaveis pelo sinal no ultravioleta préximo (entre 250-300 nm) e sio utilizadas para
avaiiar g estrutura terciaria de proteinas. Considerando estas caracteristicas, a técnica de CD
é utilizada para estimar a quantidade de estrutura secundaria de proteinas e avaliar as
mudangas conformacionais ocasionadas por ligantes, agentes desnaturantes (acidez, uréia,
cloridrato de guanidina —~ Gdn-HC, eic) e temperatura (Woody, 1995; Kelly & Price, 1997).
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Airavés da analise dos sinais caracteristicos de diferentes estruturas secundérias nos
espectros de CD de proteinas foi mosirada a possibilidade de classifica-las em 5 classes
(Levitt & Chothia, 1976): 1) toda a (principalmente a-hélices), 2) toda B (principalmente folhas
B-pregueadas), 3} a + B (regides a e B separadas), 4) o/B (regides com a e B misturadas), e
5) randbmica (predominantemente desordenada). Esta avaliagio também pode ser feita com
o auxilio de programas computacionais gue avaliam o espectro de CD de uma proteina.
Estes programas comparam o espectro a ser analisado com um banco de dados de
espectros de CD de proteinas que ja possuem suas estruturas em alta resolugfo
determinadas. Este procedimento aumenia a precisdo na estimativa da guantidade de cada
tipo de estrutura (para revisdo: Greenfield, 1998). A avaliagdo da estabilidade de uma
proteina, por CD, pode fornecer informacgdes sobre a presenga de dominios com diferentes
estabilidades e sobre processos din@micos, como interagdes com ligantes (Woody, 1995).

1.3.2. Fluorescéncia

A fluorescéncia € uma tecnica espectrofotométrica baseada em um fendmeno
gquantico no qual um elétron de um determinado croméforo, apés absorver uma determinada
quantidade de energia, atinge um estado excitado e, ao retornar ao seu estado basal, emite
parte da energia absorvida na forma de luz. O restante da energia absorvida pelo cromdforo
pode ser perdida no retornc dos elétrons excitados em outros processos que a emissio de
radiacdo eletromagnética como: calor ou processos quimicos e vibracionais. Desta forma, a
quantidade de energia emitida na forma de ondas eletromagnéticas é relativamente inferior &
energia absorvida (energia de excitagao) e o A da luz emitida é maior do que aquele da luz
absorvida. Naturalmente, existem 3 aminoacidos susceptiveis ao processo de fluorescéncia:
principalmente triptofano, tirosina e em menor escala fenilalanina. Porém, é possivel utilizar
sondas fluorescenies ligadas a determinados aminoacidos, aminoacidos modificados ou
compostos que emitem fluorescéncia quando interagem com a proteina (Lakowicz, 1983).

O aminoécido triptofano & sensivel ao ambiente no qual ele se encontra, apresentando
diferentes caracteristicas de fluorescéncia que sao dependentes do grau de exposigdo ac
meio hidrofilico ou hidrofébico. Assim, aliado ao seu alto rendimento quéntico, sua baixa
freqliéncia em proteinas e possibilidade de excitac@o especifica (ver abaixo), a técnica de
fluorescéncia do triptofano se tornou uma das mais utilizadas em biofisica molecular,
principalmente em estudos relacionados a mudancgas conformacionais de proteinas. Quando
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o residuo de triptofano se encontra bem exposto ao solvente, ele gasia uma quantidade
maior de energia no estado excitado com a reorganizacdoc das moléculas de agua que o
envolvem e emite fluorescéncia em A menos energéticos (proximos a 355 nm). Ja quando o
residuc de triptofanc se encontra em uma regido no interior da proteina, geralmente
hidrofébico @ com baixa acessibilidade a &dgua, a emissdo de fluorescéncia ocorrerd em
comprimentos de onda mais energsticos (310 nm a 335 nm), pois ndo havera grande perda
de energia com a reorganizacdo de moléculas de agua. A mudanca de exposigic do
triptofano ao ambiente pode ser induzida por ligantes ou pela desnaturagdo e fornecem
informagbes sobre as mudancas conformacionais e sobre a estabilidade da proteina
(Lakowicz, 1983).

Os principais A de excitaglo para o triptofano, tirosina e fenilalanina estao no intervalo
entre 260 nm e 295 nm. Porém, & possivel separar bem as contribuicdes nos espectros de
emisséo entre o triptofano e tirosina. A contribuicdo da fenilalanina € muito baixa guando
comparada com o triptofano e tirosina. Utilizando A de excitagdo préximos a 260 nm &
possivel excitar principalmente residuos de tirosina e em 295 nm os residuos de triptofano
serdo preferenciaimente excitados. Se uma determinada proteina possui apenas tirosinas, o
maximo de emiss&o de fluorescéncia se encontra em torno de 305-310 nm no estado nativo
e 335 nm no estado desnaturado (dependente da exposigdo das tirosinas ao solvente).
Porém o rendimento quantico da fluorescéncia do triptofano é maior gue para as tirosinas.
Assim, dependendo da proporgdo destes fluordforos e da proximidade entre eles, é possivel
observar comportamentos diferenciados do espectro de emisséo, tais como: supressao de
fluorescéncia, deslocamento do méaximo de emissfo ou mudangas no centro de massa
espectral de fluorescéncia. A acessibilidade do solvente ao triptofano e em menor escala a
tirosina, também podem ser determinadas utilizando agentes supressores de fluorescéncia
tais como os iodetos, acrilamida, entre outros (Lakowicz, 1983).

1.3.3 Calorimetria

Calorimetria & a area da termodinamica que estuda a troca de calor envolvido em uma
reagdo quimica, seja ele oriundo do processo de interagdo enire dois agentes gquimicos ou
nas mudangas estruturais ocorridas durante a reagdo. Para sistemas bioldgicos, existem
duas técnicas principais que séc ulilizadas para obter informagdes termodinamicas a partir

de diferentes aparelhos, Porém, o principio funcional destes aparelhos & baseado na
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manutengao do equilfbric 1érmico entre duas células revestidas por jaquetas adiabdticas: a
ceiula da amostra e a da referéncia. Se ocorrer um processo exo ou endotérmico na célula
da amostra, o aparelho detecta a diferenca entre as células e compensa a diferenca na
celula de amostra. A diferenca de compensacao, em watts, constitui o sinal observado e que
¢ analisado pelo equipamento. Varias informacdes termodindmicas podem ser obtidas pela
caiorimetria, que aliada a informagdes estruturais, podem fornecer informagdes sobre
estabilidade, fungao e identificagao de regides importantes para interagdes proteina-ligante
e/ou proteina-proteina (Pierce ef al.,, 1999).

A calorimetria de titulag&o isotérmica (ITC) é utilizada para medir diretamente o calor
liberado ou absorvido por uma interagdo quimica. A reacdo é iniciada pela adicdo de um
componente quimico que interage com o receptor. Quando estes componentes interagem, a
energia envolvide, na forma de calor, pode ser liberada ou absorvida. O calor envolvido na
interagdo, por mol de ligante injetado, & analisado em funcdo da razBc molar entre
ligante/receptor e € proporcional a quantidade de ligante injetado. Nas primeiras adicbes,
todo o ligante adicionado interage com os receptores livies e como ocorrem adicdes
subseqlientes do ligante ~ titulag&o ~ os receptores ficam saturados e o calor envolvido na
interag@o diminui até alcangar o calor de diluicdo do ligante no tampao. Este processo é
dependente da concentragdo do ligante e do receptor. A variagdo da entalpia (4H),
estequiometria da ligacdo (7) e a constante de associago (Ka) podem ser obtidos
simultaneamente em um mesmo experimento. A variagao da energia fivre de Gibbs (AG) e a
variagao da entropia (AS) da interagdo podem ser calculadas a partir dos valores
experimentais seguindo a relagéo abaixo (para reviséo: Pierce et af., 1999):

AG=-RTInK , =AH-TAS [Equacdo 1]

onde R ¢ a constante dos gases e T é a temperatura absoluta. As medidas da AH e AS em
diferentes temperaturas podem fornecer informacdes importantes em relagdo a variagdo da
capacidade calorifica (AC,) pela seguinte relagao:

_d@H) _ . d(S)

AC
! dr dr

[Equacao 2]

14



A AC, ¢ um bom indicador de mudancas hidrofébicas provocadas pela interaco
proteina-ligante e fornece informacgdes sobre a hidratagac do sistema ou mudangas neste
coeficiente (para revisdo: Pierce ef al., 1999; Jelesarov & Bosshard, 1999).

A técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC) € usada para medir a AC, de
um sistema submetido a um aumento continuo de temperatura. O aparelho maniém a
temperatura das células sempre iguais e neste processo de compensacao de energia, ©
calorimeiro detecia a energla liberada pelo sistema ocasionada por um processo de
desenovelamento das proteinas. Se o processo de desenovelamento térmico da proteina for
reversivel, & possivel, atraves da integrag8o da curva da C, em funcdo da temperatura, obter

a AH e a AS envolvidas no processo através das seguintes equacdes, respectivamente:

AH = [C,dT [Equacio 3]

7
iy o

AS = _f—TidT [Equacéo 4]
n

Com os dados de AH e AS do sistema e com o auxilio da equagédo 1, é possivel
determinar a AG do desenovelamento da proteina, um importante pardmetro para quantificar
e comparar a estabilidade de proteinas (Santoro & Bolen, 1992). Outro parametro extraido
pelo DSC ¢ a temperatura média de transicdo (Tm = AH/AS, quando AG = 0), sendo o pico
maximo da fase de transicdo no desenovelamento térmico. No Tm, obedecida as condigbes
de equilibrio e em um sistema de dois estados, 50% das proteinas estdo enoveladas e outros
50% se encontram desenoveladas. Em uma andlise de transicdo de dois estados existe ¢
equilibrio somente entre os estados nativo ¢ desenovelado (Shnyrov et al., 1997).

1.3.4 Ultracentrifugacao analitica

A tecnica de ultracentrifugacdo analitica (UAL) €& poderosa para entender o
comportamento de macromoléculas em solugdo. A UAL é uma técnica que pode fornecer
informacdes importantes para a caracterizagdo de proteinas em solugdo. Através desta
técnica € possivel determinar a MM de uma macromolécula e obter informagbes scbre a
heterogeneidade do sistema em relacBo & sua massa, cu seja, de guantas subunidades o
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sistema ¢ formado e qual a proporgéo entre elas. Esta técnica também ajuda a determinar se
a macromolécula forma agregados e se estes sio reversiveis ou irreversiveis. O cosficiente
de sedimentagao (s), € um pardmetro especifico da particula, sendo particularmente Gtil para
monitorar mudangas conformacionais de proteinas (Laue, 2001). informacBes sobre a
termodinamica de um sistema associativo também podem ser adquiridas, pois é possivel
obter a estequiometria e a constante de equilibrio envolvida na interacéo. Tais informacdes
podem ser obtidas em fung&@o de alteracbes provocadas no meio, por exemplo, modificando
a temperatura ou adicionando ligantes, modificando o pH, etc. Varias revisdes de qualidade
estdo disponiveis tais quais as escritas por Laue & Stafford (1999), Stafford (1997), Cole &
Hansen (1999), Schuck (2000), Laue {2001), e Lebowitz et al. (2002).

A tecnica de UAL e absoluta, isto €, ndo necessita de padrdes externcs e se baseia
em teorias bem fundamentadas da fisica de movimentos. Quando um objeto estd sob
centrifugacao, € possivel caracterizar algumas forgas &s quais o objeto esta submetido. Em
condicdes de velocidade constante, a particula é forgada a migrar para o fundo do tubo pela
forga centrifuga (Fc) que depende da massa da particula e aceleracdo. Durante a sua
migracéo, a particula sofre a ag&o de forgas que retardam o seu progresso: forga de empuxo
{(Femp) © da forga friccional (F). A Fem, depende unicamente da densidade do fluido {py) e do
volume do objeto em fung@o da massa e ndo depende da composic&o ou da forma do objeto,
sendo igual ac peso do fluido deslocado. A F; é caracterizada pelo atrito que a particula
provoca ao sistema, sendo proporcional & velocidade v do objeto e depende do formato da
particula. Em uma situag@o de velocidade constante, estas forgas se anulam e a seguinte
equacao pode ser feita:

F+F,

v T F, =@M+ (—w0 rmV,, P+ (=f)=0 [Equacao 5]

onde w € a velocidade angular; r é o raio; m € igual a massa do objeto; Vi é 0 volume
parcial especifico da particula e f é o coeficiente friccional. O sinal negativo da Femp € Fi
indica que estas forgas s&o contrarias a4 F¢. Portanto, a velocidade de uma particula nestas

condigbes pode ser definida pelo rearranjo da equagéo 5 em funcao da velocidade:

rm(1-V, ‘
v= e bar £ ) [Equagéo 6]

f
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Considerando a massa m = MM/N,,, onde MM é a massa molecular e Na, € 0 nimero
de Avogrado e rearranjandc a equacao 6, a seguinte equag@c pode ser obtida, sendo ela
conhecida como equagao de Svedberg:

MMV,
Viwpr) LA [Equacéo 7]
N I w'r

O termo v/w'r = s, é a velocidade da particula por unidade de aceleragéo gravitacional,
chamado de coeficiente de sedimentagéo s e é dado em 10" segundos ou Svedberg (S), em
homenagem ao “pal” da UAL, Theodore Svedberg. O s aumenta em funcéo da massa da
particula e € inversamente proporcional ac f. Em outras palavras: uma alta MM aumenta o s,
enguanio a forma assimétrica o reduz (veja a seguir).

Se for considerado que o f é o fator responsave! pelo atrito provocado ao sistema g é
dependente do tamanhc e da forma do objelo, particulas alongadas ou volumosas
apreseniardo maior atrito ao sistema guando comparado a particulas compactas efou
esfericas de mesma MM. Assim, informacOes sobre a forma da particula podem ser obtidas
diretamente em experimentos de UAL, pela monitoracdo direta do s. Uma esfera é a forma
que sofre a menor friccdo e seu 7, também conhecido como f, depende de seu raio r e pode
ser dado pela lei de Stokes (Rs € 0 raio hidrodinamico ou raio de Stokes):

Jo =07NR, [Equacéo 8]

onde o 1 é a viscosidade da solucdo. Outras formas (elipsé6ides, oblatas, prolatas, cilindricas,
etc) podem ser determinadas em relacdo a uma esfera, de mesma MM, pela razao friccional
fffe, que, para uma relagao do tipo comprimento/aitura, sera igual ou maior que 1.

O festa, por sua vez, relacionado ao coeficiente de difusdo (D) de uma particula pela
sequinte equacgao, conhecida como equagao de Einstein:

RT
D= [Equacgao 9]
‘?vAvf
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onde R € a constanite dos gases e T ¢ a temperatura absoluta. O D pode ser medido
experimentalmente a partir da técnica de espalhamento dindmico de luz (EDL) (Schénfeld &
Behlke, 1998). Rearranjando as equagbes de Svedberg (equagéo 7) e de Einstein (equagdo
9) em fungéo do f é possivel definir a seguinte equacao:

sRT

M= Equagdo 10
DAV, p) [Equagao 10]

Assim, a MM de uma parlicula pode ser diretamenie estimada a partir das medidas
experimentais do se do D.

Pela utilizagao dos principios fisicos descritos acima, dois tipos principais de técnicas
podem ser aplicados utilizando a UAL. A veiocidade de sedimentacdo, uma técnica baseada
em principios hidrodin&micos, que utiliza altas velocidades para sedimentar uma particula e o
fluxo de sedimentac&o da particula € acompanhado. Utilizando esta técnica é possivel obter
informagdes quantc & MM e forma da particula, diretamente através do valor de s.

A tecnica de sedimentacdo em equilibrio € baseada em principios termodinamicos, e
atraves da utilizacdo de velocidades menores € possivel produzir uma pequena
sedimentagao que contrapdem a forga de sedimentacéo e a forga de difus&o da particula. No
estado de equilibrio provocado pela lei da acdo das massas, é possivel obter informagdes
sobre a MM (de maneira independente da forma da particula), sobre as constantes de
afinidade e também da estequiometria do sisterna associativo.

1.3.5 Espalhamento de raios-X a baixos anguios

A tecnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) fornece informacdes
estruturais a partir das flutuagdes ou heterogeneidades da densidade eletrdnica de particulas
com dimensdes caracteristicas da ordem de 10 a 1.000 angstrdns (A). Vérios tipos de
particulas apresentam tais flutuagbes nesta escala de dimensdes, entre elas as proteinas. Os
dados obtidos a partir das curvas de SAXS contém informagdes sobre o tamanho e a forma
das particulas espathadoras. Para solugbes de proteinas em condigdes nao-ideais nas quais
as proteinas compdem sistemas de interagéo interparticulares, dados sobre a correlacéo
espacial da interagac também podem ser obtidas (para revisdo: Koch et al., 2003; Svergun &
Koch, 2003).
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As ondas eletromagnéticas associadas aos raios X incidentes provocam oscilagdes
dos elétrons dos atomos componentes da amostra irradiada. Quando a energia dos fétons
incidentes é bem diferente da energia de ligagdo dos eiéirons, estes se comportam como se
fossem livries. Estas particulas livres carregadas oscilanies produzem ondas espalhadas
coerentes em relacac a onda incidente em todas as direcdes com intensidade definida pela
lei de Thompson, resuitando em um efeito elastico. Nestas condigbes o feixe espalhado néo
sofre mudanca no A incidente, ou seja, nao perde energia. Também existe o espathamenio
inelastico ou Compton, com mudanga no A do feixe espalhado em relagéo ao incidente, além
de outros tipos de espaihamento. Para angulos pequenos o espalhamento ineldstico €
pequeno e pode ser desprezado. Geralmente para experiéncias de espalhamento em
solucdo, o angulo de espalhamento (g), chamado de 20 é < 10 graus (Figura 3a) para um A
de aproximadamente 1,5 A (Koch ef al., 2003: Svergun & Koch, 2003).

As proteinas s@o particulas compostas por atomos leves (H, C, N, O e P) &
apresentam densidade eletrbnica constante {(p,) de aproximadamente 0,40 elétrons/A%. As
solugbes aquosas utillizadas para acondicionar proteinas, contendo pegquenos solutos,
apresentam p, média de 0,33 elétrons/A®. Ou seja, entre as proteinas e o meio aquoso existe
um contraste médio na pe de aproximadamente 0,07 elétrons/A%. Em solugbes contendo 1
mol/L. de NaCl, por exemplo, a p, da solucao passa de 0,33 para 0,35 elétrons/A®, diminuindo
ainda mais o contraste eletrbnico entre a proteina e o solvente, exigindo mais tempo de
coleta ou solugdes protéicas mais concentradas (nem sempre € possivel concentrar muito,
pois sendo as proteinas interagem ou agregam mudando o padrdo de espalhamento).
Portanto, as solugdes protéicas produzem um espalhamento muito fraco. Por exemplo, uma
solugdo de 1 mg/mL de uma proteina de 80 kDa espalha 4 fétons em cada 100.000
incidentes. Isto explica imediatamente a grande vantagem de se usar feixes de raios X
produzidos por fontes sincrotron que possuem um fluxo de fétons muitc maior do que
aparelhos de raios X convencionais.

No caso de espalhamento de particulas em solugéc, as amostras séo isotrépicas, ou
seja, as particulas estdo em movimento browniano e podem assumir todas as orientagdes
possiveis em relacdo ao feixe incidente. Através da promediacdo em todas as orientacdes
possiveis em relagdo ao feixe incidente, a expressio da intensidade de espalhamento /(g) é
dada por:
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sen rg
g

Hgy=4n[ p(r) dr [Equacdo 11]

onde ¢ =[j|=4mend/\ & o mbdulo do vetor de espalhamento, sendo que para &ngulos

pequenos é possivel aproximar gs:Zﬂ(Zé)/ A. Através da aplicacio de uma transformada de

Fourier indireta na equagio acima ¢ possivel obter a seguinte relacéo:
Y =rly(r)= ZErq}{g}sen rydy [Equacgéo 12]
1]

onde p(r) € a funcéo de distribuicéo de distancias ou a fungdo de distribuicio de pares. Para
particulas homogéneas {p{r) = constante), a curva da p(r) representa o histograma de
distancias entre todos os pares de pontos (elementos de volume) da amostra (Figura 3c).
Assim, é possivel identificar a distAncia méxima ou didmetro maximo (Dme) da particula
como sendo © ponto em que a curva atinge o eixo das distancias (eixo da coordenada). A
fung@o y(r) é chamada de fungdo de auto-correlagéo ou fungdo caracteristica da particula e
representa a probabilidade de se encontrar um ponto (elemento de p,) a uma distancia r de
um dado ponto (Figura 3b-c). Através da integragio desta fungdo probabilistica sobre a
superficie de uma esfera de raio r e sobre o volume V é obtida a curva da p(r) como definida
na equacgdo 12, que pode fornecer uma idéia do tamanho e a forma da proteina. A curva da
p(r) contém as mesmas informagdes que a curva da /(g), entretanto a primeira possui uma
representagdo espacial mais intuitiva e fornece informagdes sobre o tamanho e forma da
particula pela analise direta do perfil da curva (Svergun & Koch, 2003). Por exemplo,
particulas globulares apresentam curvas da p(r) com um formato de sino: particulas
alongadas resultam em curvas da p(r) cujo maximo esta deslocado para pequenas
distancias; enquanto formas planas também mostram o méximo da curva da p(r) deslocado
para pequenas distancias, porém com o formato da curva assume uma forma de maximo
largo. Curvas da p(r) com multipios méximos podem representar subunidades ou dominios
de diferentes tamanhos relativamente separados, onde um méaximo mostra as distancias
intra-subunidades e as demais as relagbes entre as subunidades (Figura 3c; Svergun &
Koch, 2003).
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Um importante parametro estrutural que pode ser obtido pela técnica de SAXS e pode
ser utilizado na analise de mudangas conformacionais de macromolécuias em solugio, é o
raio de giro (Rg). O Ry de uma macromolécula pode ser definido de forma semeihante ao
“momento de inércia’ da mecénica classica, ou seja, come sendo a raiz quadrada da
distancia quadratica meédia enire os elétrons da particula e o centro de massa eletrdnico do
objeto espalhador:

12

i 2 1 u
R, :[Zn—i f Ap(rjr| dv, J [Equagdo 13]

onde Am = {ms — p.V), sendo my ¢ nimero total de elétrons e V o volume da macromolécuia.
O valor de Ry pode ser obtido a partir da porg&o da curva da /{g) a muito baixos angulos para
a gual e vélida a aproximacio de Guinier {Guinier & Fournet, 1955):

122
Hg)= N(Am) e i [Equagao 14]

A curva da p(r) fornece informag¢dbes mais confiaveis sobre o Ry. Porém, em solugbes
diluidas de proteinas (< 1Tmg/mL}, os erros estatisticos nas medidas da /{g) sdo altos e ndo é
possivel coletar informagdes com qualidade suficiente numa ampla faixa de g para poder
determinar uma p(r) confiavel. Neste caso, a curva experimental fica estatisticamente
confidvel somente em angulos muitos baixos (g — 0) e o Ry deve ser obtido a parlir da lei de
Guinier {equagéo 14).

As particulas em solu¢éo podem apresentar diferentes graus de compacticidade e os
dados de SAXS, guando analisados pelo perfil do grafico de Kratky, podem fornecer tais
informagdes. O grafico de Kratky é obtido pela relacdo /(q) x ¢° versus q e os perfis das
curvas resultantes s&o caracteristicos para proteinas compactas, com segmentos flexiveis ou
proteinas completamente desenoveladas. Proteinas compactas apresentam o grafico de
Kratky com um perfil que lembra um sino, cujos maximos e minimos séo bem definidos.
Particuias parciaimente enoveladas nédo apresentam um maximo e minimo bem definidos, o
que sugere a presenca de segmentos com flexibilidade na proteina espalhadora. Particulas
desenoveladas naoc apresentam maximos e minimos & a curva tende a obedecer a uma
funcgao de crescimento linear (Doniach ef al.,, 1995).
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Os dados de SAXS podem ser utilizados para construir modelos ab inifio das proteinas
analisadas. Tais modelos s&0 de baixa resolugdo e detathes atémicos das proteinas nao
podem ser obtidos. Todavia, podem ser obtidas informagdes sobre o tamanho, formato e
sobre as posigbes relativas dos dominios da particula (Svergun, 1999; Svergun & Koch,
2003). As informagdes contidas nas curvas de SAXS também sdo Uteis para interpretar e
confroniar, atraves de programas computacionais, as possiveis diferencas entre a estrutura

de proteinas em solugao e aguela apresentada em alta resoluco (Svergun & Koch, 2003).
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Figura 1: Modelo para o ciclo de agdo das chaperones moleculares do sistema Hsp70
{modificado de Mayer et ai., 2000). As Hsp70 podem ser divididas em dois dominios
principais, o dominio de ligacdo de nucleotideos (DLN) que possui uma forma de “concha”
e o dominio de ligagdo de substratos (DLS). Na presenga de ATP ligado no interior da
fenda da “concha” do DLN, a Hsp70 sofre pequenas mudangas conformacionais, as quais
transmitiriam informagdes ao DLS, deslocando o equilibrio do subdominio DLS2 para uma
conformacao aberta. Nesta conformacéo, a Hsp70 apresenta um alto fluxo de associagéo e
dissociagdo pelo substrato (Theyssen ef al, 1996; Mayer et al., 2000). O substrato livre
pode se ligar a Hsp70 a partir do meio cu pode ser transportado pela Hsp40 para a Hsp70.
Atraves de um estimulo concomitante do substrato e da Hsp40, a Hsp70 hidrolisa o ATP
em ADP + Pi. Na presenga de ADP ligado na fenda do DLN, o equilibrio conformacional do
subdominio DLS2 seria deslocado para uma conformacéo fechada sobre o DLS1, retendo
o substrato ligado a Hsp70 e prevenindo a agregacdo. Algumas Hsp70 necessitariam da
acao de co-chaperones GrpE (ou Bag-1) para auxiliar na dissociacdo da molécula de ADP
ligada no DLN, possibilitando a ligagdo de ATP ao sitio, que deslocaria ¢ equilibrio
conformacional do subdominio DLS2 para a conformacéo aberta. Assim, o substrato pode
ser liberado para o meio para se enovelar, ou repetir 0 cicio com a Hsp70 ou com outra
chaperone molecular {(Anexoc | — Borges & Ramos, 2004).
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Figura 2: Diagrama da estrutura do dimero da GrpE de E. coli. A figura foi produzida
usando o programa WebLab ViewerLite a partir do arquivo depositado no bando de dados
Protein Data Bank (PDB) codigo n° 1DKG referente & estrutura em alta resolucdo da
EcGrpE (EcGrpEas.197) em complexo protéico com o DLN da DnaK (Harrison ef al., 1997).
As regides da EcGrpE séo designadas como se segue: cinza claro, EcGrpEyg.as formada
pelas longas a-heélices; cinza escuro, feixe de 4 a-hélices (EcGrpEse.137); em preto, o
dominio carboxi-terminal estruturado em folha B-pregueada (EcGrpEiss.104). O DLN da
DnaK néo esta representado na figura, mas a linha pontilhada representa a regiéc a qual
ele esta ligado: 0 mondmero proximal da GrpE, o outro é denominado como mondmero
distal. Note a diferenca de angulagdo do dominio carboxi-terminal entre os mondmeros
proximal e distal. A regido amino-terminal néo foi obtida no cristal devido a uma etapa de
protedlise da EcGrpE e foi sugerido que esta regido nao apresenta estrutura organizada
(Harrison et al., 1997).
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Figura 3: Esquema de um experimenioc de SAXS, relacdo particula-imagem e funcéo de
distribuigdo de distancias — p(r). a) Desenho esquematico de um experimento de SAXS.
Repare o &ngulo formado entre o feixe incidente e o feixe espalhado sendo definido como
20. A fungdo do “bloqueador do feixe incidente” é evitar que este, devido a sua alta
intensidade, atinja o detector e danifique-o. b) Relagdo particula-imagem e a curva da /{q)
(direita) das curvas de espalhamento de raios X a baixos angulos; ¢} fun¢éc de distribuicac
de distancias da particuia resultante da funcdo de autocorrelagéo € o modelo ab mitio que
interpreta tal curva (direita). Note a presencga de dois méaximos devidos a presenca de dois
dominios relativamente separados na particula e a caracterizagdo do Dpa cOmo sendo o
ponto onde a curva atinge o eixo das coordenadas. A direita, a particula com elementos de
volume i-k com distancia de 40 A, A curva da p(r) representa a freqiiéncia da identificacéo
da distancia entre estes elementos de volume.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi obter proteinas do sistema Hsp70 (Hsp70, Hsp40 e

Grpk) oriundas de humanc e estudar as propriedades estruturais das proteinas para

compreender mais sobre a relagdo entre a estruiura das proteinas e suas fungBes. Para isso,

foram utilizadas técnicas de biofisica molecular, tais como: dicroismo circular, flucrescéncia,
calorimetria, ultracentrifugacéo anaiitica e espathamento de raios X a baixos &nguios.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1} Produzir duas proteinas da familia Hsp70: uma representante da subfamilia Hsc70
(Hsp70-1A) que s&o localizadas no citoplasma; e uma pertencente & subfamilia DnakK
(mortalina). Um outro objetivo para se obter a mortalina foi para desenvolver estudos de
interacao com as GrpEs humanas.

2) Producado de duas protelnas da familia Hspd0. Uma pertencente a subfamilia A (DjA1),
gue apresenta as principais regides conservadas das Hsp40 {dominio J, regi&o rica em
glicinas e fenilalaninas, dominio rico em cisteinas € ¢ dominio DnaJ_C). A oulra proteina
perience a subfamiiia B {(DjB4), que apresenta as regides conservadas descritos acima,
exceto aquela rica em cisteinas.

3) Obter um mutante de delec&o da regido carboxi-terminal da DjA1 (DjA1+.332) para analisar
as propriedades oligoméricas da DjA1, pela eliminagio do sitio de dimerizagao daquelas
proteinas.

4) Produzir e caracterizar as duas GrpEs, GrpE#1 e GrpE#2, que séo codificadas pelo
genoma humano.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste t6pico estdo apresenfados os Materiais e Métodos gerais utilizados no
desenvolvimento dos procedimentos experimentais. As técnicas de biologia molecular foram
desenvoividas, com algumas adaptacdes, conforme descrito por Sambrook ef al. (1990).
Portanto, foram realizadas aigumas adaptacBes nas metodologias e os detalhes serfo

apresentados no topico Resuliados e nas legendas das respectivas figuras,

3.4 Pesquisas em banco de dados e analise de bioinformatica

Os cDNAs moldes para as proteinas de interesse foram iniciaimente identificados
atraves de pesquisa no banco de dados de EST (Expressed Sequence Tag). Para isto, foram
utilizados as sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos das proteinas previamente
identificadas no banco de dados GenBank do NCBI (Nafional Cenfer of Biotechnology
information — www.ncbi.nim.nih.gov). A ferramenta de bioinformatica BLAST (ferramenta
computacional de procura por alinhamento basico local — www.ncbi.nlm.nih.govw/BLAST/) foi
utilizada para a comparag&o entre duas sequéncias de nucleotideos (BLASTn). Para alguns
casos também foi utilizada a ferramenta BLAST na sua versdo para comparagédo de
segléncias de aminoacidos com sequéncias de nucleotideos (tBLASTn). As avaliagbes de
bioinformatica foram feitas utilizando as ferramentas disponiveis na rede mundial de
computadores. A ferramenta de alinhamento multiplo ClustalW (clustalw.genome.ad.jp/) e
LALIGN (www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.himl) foram utilizadas para avaliar a
identidade entre diferentes sequéncias de aminoacidos. A predicdo da localizagaoc
infraceluiar das proteinas foi realizada com o auxilic do programa MITOPROT H 1.0a4
(www.mips.biochem.mpg.de/cgi-bin/projmedgen/mitofilter).  Alguns  pardmetros  fisico-
quimicos e o coeficiente de absortividade moiar das proteinas recombinantes produzidas e
purificadas foram calculados a partir da seqiiéncia de aminoécidos peic programa ProtParam
Tool (ca.expasy.org/tools/protparam.htmi)

3.2 cDNA plasmidial

Os ¢cDNAs de interesse foram obtidos pela aguisic&o comercial de clones EST obtidos
e armazenados pelo sistema IMAGE Consortium (Integrated Molecular Analysis of Genomes
and their Expression Consortium) pelas empresas incyte Genomics, Life Technologies ou

Invitrogen. A tabela | mostra a relacao de clones adquiridos.
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Tabela I Lista de clones ESTs contendo os cDNAs das proteinas de interesse

adquiridos comercialmente para os procedimentos de clonagem.

Proteina Codigo ,
Nome do clone depositado no GenBank
alvo GenBank
BESO1351 601431889F1 NIH_MGC_72 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:
3917086 5, mRNA sequence
601436469F1 NiH_MGC_72 Homo sapiens cODNA clone IMAGE:
BEB93670
3821521 5", mRNA sequence
Hsp70 601674773F1 NIH_MGC_21 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:
BE9(01434 3957403 5", mRNA sequence gi|10390612|gb|BE901434.1]
BES01434[10390612]
BE791812 601583071F1 NIH_MGC_7 Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 39377:
5, mRNA sequence gil10213010| gblBE791812.1} BE791812[10213011
2820635.5prime NIH_MGC_7 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:
AW247277
2820635 5, mRNA sequence
qg28f10.x1 NCI_CGAP_Kid3 Homo sapiens cDNA clone IMAGE: 17624
Al209061 | 3 similar to gb:L08069 DNAJ PROTEIN HOMOLOG 2 (HUMAN); mRN,
sequence
Hsp40 zn06a01.r1 Stratagene hNT neuron (#937233) Homo sapiens cDNA clot
AA0B1471 IMAGE:546600 5 similar to TR:G1127833 G1127833 HEAT SHOCK
PROTEIN HSP40 HOMOLOG.; mRNA sequence
zx43h03.r1 Soares_total_fetus_Nb2HF8_9w Homo sapiens cODNA clon
AA464833 IMAGE: 789269 5’ similar to TR:G575891 G575891 HSP40.; mRNA
sequence
601281320F1 NIH_MGC_39 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:
BE614754
3623092 5 mRNA sequence
BE615384 601280650F1 NIH_MGC_39 Homo sapiens ¢cDNA clone IMAGE:
GrpE 36225696 5° mRNA sequence
ti26b04.x1 NCI_CGAP_Kid11 Homo sapiens cDNA clone IMAGE:
Al431866

2131567 3’ similar to TR:P97576 P97576 MT-GRPE PRECURSOR;
mRNA sequence
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3.3 Reacgéo em cadeia da DNA polimerase

A reagao em cadeia da DNA polimerase (PCR) foi realizada com o auxilio dos
seguintes kits comerciais: PCR SuperMix® (Life Technologies) ou ReadyMix Tag PCR
Reaction Mix® (Sigma) de acordo com o protocolo dos manufaturadores. A reacdc fol
realizada em um termociclador (Mastercycler Personal® — Eppendorf). G programa modelo
utilizado foi constituido por 7 etapas: 1) desenovelamento inicial do ¢cDNA molde em uma
temperatura de 95 °C por 5 minutos, seguidc por um outro ciclo 2) de desenovelamento do
cDNA molde na mesma iemperatura, porém por 1 minuio; 3} anelamento dos
oligonucleoctideos (ver abaixo) em temperaturas previamente determinadas considerando o
oligonucleotideo de menor temperatura de anelamento, como calculado pela férmula [2 x
(A+T) + 4 x (G+C)], gue leva em consideragio o contetido de cada tipo de base nitrogenada
existente no oligonucieotides, com ¢ auxilio do programa Oligo Analysis & Plotting Tool
(oligos.qgiagen.com/cligos/toolkit.php). Entretanto, a temperatura de anelamento foi ainda
reduzida em 5 °C para compensar a insercdo dos sitios de restriho. 4) a etapa de
polimerizagao, em temperatura de 72 °C, foi realizada por um tempo dependente do tamanho
do produto de PCR a ser obtido {1 minuto/1.000 pb). A quinta etapa do programa foi a
progressao geométrica ou amplificagdo do cDNA realizado pela repeticdo dos passos 2 — 4
por 36 vezes. A sexta etapa foi uma polimerizagéo final em temperatura de 72 °C por 5

minutos. A dltima etapa foi 0 armazenamento da reagédo a 4 °C por um tempo indefinido.

3.4 Construcao dos oligonucleotideos iniciadores para as PCR

Os oligonucleotideos iniciadores foram construidos a partir das seqUéncias do cDNA
de interesse. Para facilitar a clonagem em vetores de expressdo (veja a seguir), algumas
bases foram substituidas para criar sitios para as enzimas de restricic Nde | ou Nhe | no
oligonucleotideo iniciador 5’ na regido do cédon de iniciagdo do cDNA alvo, e BamH | ou Xho
| no oligonucleotideo iniciador 3’ na regido do cédon de terminagdo do cDNA alvo.

3.5 Gel de agarose e determinagio da concentracio de DNA

O DNA foi analisado através de eletroforese (sistema Horizon 58% — Life Technologies)
em gel de agarose contendo 10 mg/mL de agarose em tampédo Tris-Borato 45 mmol/L
contendc EDTA (Acido etilenodiaminotetracético) 1 mmol/L {pH 8,0). Apds a aplicagédo do

DNA no gel, este foi submetido a uma correnie elétrica de 75 Volts, por aproximadamente
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uma hora e trinta minutos. Em seguida o gel fol incubado em tampic descrito acima,
contendo 0,5 pg/mL de bromeio de etideo, por 30 minutos, e visualizado no transiuminador
de UV T1202° (Sigma). Foi utilizada uma camera digital DC120° (Kodak) acoplada a um
computador contendo o programa EDAS120% (Electrophoresis Documentation and Analysis
System 120 - Kodak) para o regisiro das imagens dos géis. A determinagfo da concentragio
de DNA foi feita atraves da comparagéo entre a intensidade da banda de DNA marcada com
brometo de etidio e & intensidade de bandas padrio de DNA (ADNA/MHindili, GIBCO BRL).

3.6 Vetores para clonagem
3.6.1 Vetores de transferéncia

O objetivo das clonagens dos produtos de PCR dos ¢cDNAs de interesse, obtidos a
partir dos oligonuclectideos desenhados com sitios de restricdo, em vetores de transferéncia
foi facilitar as digesiGes com as enzimas de restricBo adequadas para a posterior
subclonagem nos velores de expressdo (veja a seguir). Foram utilizados os vetores pUC18

(Pharmacia) € o pGEMT (kit pGEMTeasy”™ — Promega) como sistemas de transferéncia.

3.6.2 Vetor de expressao

Para a expresséo da proteina de interesse, os cDNAs-alvo foram subcionados nos
vetores de expresséio pET23a” e/ou pET28a” (Novagen). Estes vetores de expressao estao
sob o controle do sistema T7 no qual o ¢cDNA alvo é clonado sob o controle do promotor do
gene 10 do bacteridfago T7 (Studier ef al., 1990). A expressdo do cDNA alvo ocorre somente
na presenca da RNA polimerase do virus T7, devido & especificidade do promotor. As cepas
de bactérias E. coli BL21(DE3) (veja a seguir) possuem, integrado ao seu genoma, o profago
do bacteriéfago T7, que ¢ lisogénico. Neste préfago, a expressdo da T7 RNA polimerase esta
sob o controle do promotor lacUV5 do operon lac, que é mantido reprimido na presenca de
glicose e na auséncia de seu indutor natural, a 1,6 aldolactose, um derivado da galactose
(Studier et al., 1990). O produto do gene Jac / representa o repressor que, quando ligado ao
operador O (presente no profago do T7), impede a expressdo da T7 RNA polimerase, nao
ocorrendo a transcricdo do cDNA alvo. Porém, na presenga de IPTG (isopropil-8-D
tiogalactopiranosideo), que € um analogo do indutor natural (a 1,6-aldolactose), o repressor
se desliga do operador liberando a express@o da T7 RNA polimerase do bacteriéfago T7.
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Esta, por sua vez, atua na transcrigio do ¢DNA alvo clonado ne vetor do sistema pET. Como
a T7 BNA polimerase € cinco vezes mais eficiente que a RNA polimerase da E. coli e é
produzida em grandes quantidades, em pouco tempo, praticamente, 0 Unico produto protéico
sintetizado pela bactéria sera aquele representado pelo cDNA alvo. Assim, na presenca da
RNA polimerase do bacteridfago T7, o cDNA alvo é altamente iranscrito, resuliando em
grande quantidade do produto protéico. Cutra vantagem desse promolor € a sua
especificidade, ou seja, a RNA polimerase da £. coli ndo transcreve o cDNA alvo, o que
permite controlar o momento exato em que ele seré expresso (Studier ef af., 1990).

O pET28a possui uma seqiiéncia de DNA localizada em posigdo anterior ao sitio
multipio de clonagem (SMC) do plasmideo que codifica um peptideo de 20 residuos de
aminoacidos (MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH), contendo uma seqliéncia de 8 residuos de
histidinas seguidas {Novagen). Esta seqgiéncia recebe a denominacio de cauda de poli-
histidina e a sua funcéo é facllitar o processo de purificag8o do produtc protéico, codificado
peio cDNA adeguadamente clonado em sua exiremidade 3, através de cromatografias de
afinidade (ver item 3.15.2 descrito abaixo). Para isio, € utilizada uma resina contendo um
metal acoplado (geraimente niquel ou cobalto) acs quais 0s anéis imidazdlico de histidinas
vicinais sao capazes de se ligarem e formarem complexos. A seqliéncia de aminoacidos
descrita acima também possui um sitio de hidrdlise para a enzima proteolitica trombina que é
capaz de clivar a ligag&o peptidica entre os aminoacidos Arg17 e Gly18 (Novagem). Assim,
as proteinas codificadas pelo ¢cDNA, gue foi clonado no SMC do pET28a em fase de leitura
com o cDNA da cauda de poli-histidina, serdo expressas em fusdo a uma seqliéncia de 20
residuos de aminodcidos acoplados na extremidade amino-terminal. Se necessario, a maior
parte desta seqliéncia de aminodcidos pode ser eliminada da proteina pela enzima

proteolitica trombina, a fim de se obter uma proteina sem a cauda de poli-histidina.

3.7 Linhagens de Escherichia coli

A linhagem de bactérias E. coli DH5a foi utilizada para multiplicacdo e manutencdo de
vetores plasmidiais.

A cepa de bactérias £. coli BL21(DE3)® (Stratagene) foi utilizada para expressar as
proteinas de interesse. Esta cepa possui baixos niveis de produgdo de proteases, que
poderiam degradar a proteina alvo, e possui ainda o gene DE3 responséavel pela sintese da
enzima T7 RNA polimerase controlado pelo promotor lacUV5S e ativado pela adigéo de IPTG.
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A linhagem de bactérias E. coii BL21(DE3)pLysS® (Stratagene), além das
caracteristicas acima descritas, apresenta express&o aumentada de lisozima que inibe a T7
RNA polimerase, regulando a expressdc da proteina de interesse clonada no vetor do
sistema pET. Esta linhagem pode ser utilizada quando a proteina alvo se apresenta t6xica
para a bactéria.

A cepa de bactérias £. coli BL21(DE3) Cédon Plus RF® {Stratagene), também
apresenia as caracteristicas descritas acima para a cepa E. coli BL21(DE3), porém possui
suplementagao de HNA transporiadores para cddons raros de arginina e prolina. Estes
codons raros sdo aqueles pouco freglentes nas bactérias, sendo gue estas n&o possuem
RNA transportadores que os reconhecem.

3.8 Meios de cultura

0 meio de cultura utilizado para ¢ crescimento de baciérias, expressdo de proteinas e
para a repicagem das cepas foi o meio LB (Luria-Bertani), cuja composigao é: triptona 10 g/L,
extrato de levedura 5 g/, NaCl 10 g/L, e pH 7,0 (Sambrook et al, 1990). O meio foi
suplementado de um antibidtico (carbenecilina 50 pg/mL, canamicina 30 pg/mL ou
cloranfenicol 50 ug/mL ) a fim de selecionar as bactérias que continham DNA plasmidial de
interesse.

3.9 Clonagem
3.9.1 Clonagem em vetores de transferéncia

O protocolo para a clonagem dos cDNAs de interesse no vetor pUC18 esta descrito
abaixo e as instrugdes do manufaturador (Promega) foram seguidas para as clonagens
utilizando o kit pGEMT easy.

Preparagéo do vetor pUC18

O pUC18 (Pharmacia) foi submetido a digestao exaustiva com a enzima de restricao
Sma | (New England Biol.abs) conforme protocolo do manufaturador. Esta enzima foi
escolhida, pois sua atividade & em corte cego (‘Blunting’) e existir um sitio de restricao para
ela na regido do SMC do vetor pUC18. Apds a digestao, o plasmideo foi incubado com a
enzima fosfatase aicalina acida intestinal (New England Biolabs) conforme o protocolo do
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manufaturador. Este processo foi realizado para evitar a ligagéo do pUC18 sem a presencga
do inserto de interesse. A eficiéncia da acdo de ambas as enzimas foi monitorada pela
transformagao de cepas de bactérias E. colf DH5a tanto com ou sem reagfo de ligagio {ver

abaixo).

Preparacéo do inserfo

O produto de PCR foi purificado do gel de agarose 1% apés eletroforese (Sambrook af
al., 1890) e foi submetido & reacéc de reparo e fosforilagao das extremidades utilizando as
enzimas Klenow e T4 Polinucleotidec Kinase {New England Biolabs), respectivamente,
conforme instrugdes do manufaturador. A reacdo de reparo foi necesséria para se obter o
fragmento de DNA sem a presenca de extremidades coesivas e aptas a se ligarem no vetor
preparado como descrito no topico anterior. A fosforilacdo das exiremidades do inserio foi
necesséaria para calalisar a reagao de ligac8o, visto que o vetor foi desfosforilado para evitar
sua propria ligacdo (ver topico anterior).

Reacgédo de ligase

Apds inativagdo das enzimas Klenow e T4 PNK, o produto de PCR foi ligado a 50 ng
de pUC18 previamente tratado com as enzimas Sma | e fosfatase alcalina. A reacdo de
ligagéo foi realizada no mesmo tampéo da reagao anterior utilizando 3 unidades de T4 DNA
Ligase (GIBCO BRL) de acordo com o protocoio do manufaturador por 16 horas a 16 °C. Os
produtos de ligagéo foram ufilizados para transformar células como descrito a seguir no
tépico 3.10 de Material e métodos.

Analise de clones

Como os cDNAs de interesse foram clonados no SMC do vetor pUC18 e este se
focaliza dentro do ¢cDNA que codifica da enzima (-galactosidase que degrada um agucar
sintético 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside (X-gal — Sigma) levando a
formacéao de um produto azul (Sambrook ef al., 1990). Os clones que apresentaram auséncia
de coloragdo azu!l na presenca de X-gal e IPTG (Sigma) foram submetidos & andlise por

restricdo com as enzimas utilizadas para confecgdo dos oligonucieotideos.
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3.9.2 Subclonagem em vetores de expressédo

Tanio ¢ vetor de expresséio (pET28a ou pET23a) quanto os vetores de transferéncia
(pUC18 ou pGEMT) que apresentaram o ¢cDNA alvo clonado foram submetidos & digestao
exaustiva com as respectivas enzimas conforme o protocolo do manufaturador. Apds
eletroforese em agarose 1% (Sambrook ef al, 1990), as bandas correspondentes ao
fragmento de interesse e o vetor de expresséao, digeridos com as enzimas adequadas, foram
extraidas do gel e purificadas usando o kit QIAEX /I {Qiagen) conforme o protocolo do
fabricante. Aproximadamente 200 ng do inseric de interesse foram incubados com
aproximadamente 50 ng de vetor de expressdo digeride juntamente com 3 unidades da
enzima T4 DNA Ligase (GIBCO BRL), de acordo com o protocolo do manufaturador, per 16
horas & 16 °C.

3.10 Transformacac de bactérias competentes e selecdo dos clones transformantes

A transformaglco de bactérias pelos vetores de interesse foi realizada através do
método de eletroporagao, utilizando o eletroporador MicroPuiserTM  Electroporation
Apparatus {Bio-Rad) conforme protocolo do manufaturador. As células eletrocompetentes
foram obtidas como descrito no protocolo do manufaturador. Quando necesséario, 0 DNA
plasmidial foi previamente precipitado com etanol absoluto e acetato de sédio 3 mol/L (pH
5,2) para evitar a interferéncia do sal e aumentar a eficiéncia da eletro-transformacéo.

O produto de transformagéo foi espalhado em meio LB sdlido contendo o antibidtico
adequado (carbenecilina 50 pg/mi. ou canamicina 30 ug/mL) e as placas submetidas a
crescimento em temperatura constante de 37 °C por 16 horas. A selecdo dos clones
transformantes foi feita através da andlise de restricio com as enzimas utilizadas para a

clonagem no vetor de expresséo.

3.11 Extragao de DNA plasmidial

A obtencéo do DNA plasmidial de interesse foi realizada através do método de lise
alcalina em pequena escaia como descrito em Sambrook et al. (1989). Para a obtengéo do
DNA plasmidial com um grau de pureza maior, principalmente para as PCR e para o
seqlenciamento de DNA, foi utilizado o mesmo método de lise alcalina, porém com auxilio
de kit de extragcao de DNA plasmidial, Q/Aprep Spin Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com ¢
protocolo do manufaturador.
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3.12 Seqlienciamento de DNA

O seqlenciamento de DNA foi feito em sequenciador automatico 377 ABI Prism
(Perkin Eimer). A PCR, utilizando o método de dideoxi nuclectideos, foi realizada com o kit
Big Dye Terminator {(Perkin Elmer) de acordo com o protocolo do manufaiurador & foi
conduzida em iermociclador Mastercycler Personal (Eppendorf). Os oligonucleotideos
universais gue interagem especificamente com 0s respectivos vetores e que foram utilizados
para o seqlenciamento dos cDNA de interesse clonados nos SMC foram: 77 promoter (5
TAATACGACTCACTATAGGG 3, T7 terminafor (57 TATGCTAGTTATTGCTCAG 39, M13
Forward (5'CACGACGTTGTAAAACGAC 37, M13 Reverse (&'
GGATAACAATTTCACACAGG 3" e SP6 (5" GATTTAGGTGACACTATAG 3).

3.13 Expresséo de proteinas

O sistema de expresséo utilizado para a produgdio das proteinas recombinantes foi o
sistema pET descrito por Studier ef a/. (1990). Tal sistema esta descrito em detalhes no item
3.6.2 de Materiais e métodos. Bactérias £. coli das linhagens BL21(DE3)®, BL21(DE3)
pLysS® ou BL21(DE3) codon plus RF® (Stratagene), previamente eletro-transformadas pelo
DNA plasmidial de interesse como descrito acima (item 3.10 de Material e métodos), foram
crescidas em meio de cultura LB, contendo 30 pg/mL de canamicina ou 50 ug/ml. de
carbenecilina e 50 pg/mL de cloranfenicol (para as cepas BL21(DE3) pLysS® ou BL21(DE3)
Codon plus RF®), sob agitacdo constante de 200 ciclos/min a 37 °C. Este crescimento foi
monitorado até que a densidade otica a 600 nm atingisse 0,8 unidades de absorbancia.
Nesta fase de crescimento, as culturas celulares foram induzidas & expressao pela adigao de
PTG na concentragao final de 0,4 mmol/L. Em alguns casos, a temperatura foi reduzida para
obter a proteina na frag&@o soluvel do lisado (ver abaixo). O periodo de indugdo otimo foi
determinado para cada proteina recombinante em ensaios de indugdo em pequena escala,
onde 50 mL de meio contendo as células foram induzidas nas mesmas condigbes e aliquotas
retiradas de hora em hora. O nivel de inducdo foi avaliado por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de duodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE ~ item 3.15 de Material
e métodos). As culturas de células, apés a indugéo, foram centrifugadas & 15.000 x g por 5
min e & temperatura de 4 °C, e o sedimento bacteriano armazenado & — 80°C para posterior
lise e purificag¢do das proteinas de interesse.
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3.14 Purificacdo das proteinas recombinantes
3.14.1 Lise de bactérias

O sedimento bacteriano contendo as proteinas recombinantes foram lisadas com o
auxilio do aparelho sonicador Sonifier 450 (Branson) em tampao de lise contendo Tris-HC! 50
mmol/L (pH 8,0}, KCI 100 mmol/L. ou 500 mmol/L e EDTA 1 mmaolL {15 mUL de cultura)
apods 30 minutos de incubacdo em gelo com 5 unidades de DNase (GIBCO BRL) e 30 ug/mL
de lisozima (Sigma) e centrifugadas a 24.100 x g, por 30 minutos, em temperatura de 4 °C. O
sobrenadante foi filtrado em filtro Millipore 0,2 um e utilizado para a purificacio da proteina

de interesse.

3.14.2 Cromatografia de afinidade

Para a purificaglo das proteinas recombinantes fusionadas 2 cauda de poli-histidina
fornecida pelo vetor de express@o pET28a (para detalhes veja item 3.6.2 de Material e
meétodos), foi utilizada a coluna de afinidade HiTrap Chelanting Column 1 x 5 mL {Amershan
Pharmacia Biotech) previamente carregada com niquel de acordo com o protocolo do
manufaturador. O processo de purificagdo foi feito com a coluna de afinidade acoplada ao
sistema de cromatografia liquida de proteinas por pressdo (FPLC) AKTA FPLC (Amershan
Pharmacia Biotech). O protocolo basico foi realizado com uma etapa de equilibrio da coluna,
que foi lavada com 15 mL de tampao fosfato de sédio 20 mmoV/L (pH 7,4), NaCl 500 mmol/L
e imidazol 20 mmol/L, seguida pela injecio da amostra e eluicio da fragéo nao ligante com
20 mL do mesmo tampao. Apés estes passos, a amostra foi eluida com 15 mbL de tampéao
fostato de sodio 20 mmol/L (pH 7.4), NaCl 500 mmol/L, imidazo! 75 mmol/L para eluicdo de
contaminantes porventura ligados a resina. Entdo, as proteinas de interesse foram eluidas
por 500 mmol/L de imidazol no tamp@o descrito acima. A ltima etapa foi a lavagem da
coluna com 10 mlL de tampao fosfato de sédio 20 mmol/L (pH 7,4), NaCl 500 mmol/L e
imidazol 20 mmol/L. Todo o processo foi realizado com monitoramento constante da
absorbancia a 280 nm, da temperatura, da pressdo do sistema FPLC e da condutancia.

3.14.3 Cromatografia de troca idnica

Tecnicas de cromatografia de troca idnica foram utilizadas para a primeira etapa da
purificagao da GrpE#1 clonada em vetor de expressic na auséncia da cauda de poli-histidina
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(pET23a). O ponto isoelétrico tedrico para a GrpE#1 foi estimado pelo programa ProtParam
Toll {ca.expasy.org/tools/protparam.html} como sende 6,0 e foi utilizado para escolher a
resina de troca anibnica Q Sepharose {Amershan Pharmacia Biotech) € as condicBes de pH
utilizadas. Foram realizados ensaios piloto em colunas HiTrap G Sepharose FF 1 mL
(Amershan Pharmacia Biotech) acopladas ao sistema AKTA FPLC (Amershan Pharmacia
Biotech} utilizando como solugéo tampac Tris-HC! 25 mmol/L (pH 8,0) sem NaCl e contendo
1 mol/L NaCl. ApGs a estimativa, por técnicas de gradiente salino, da concentracio de NaCl
suficiente para a eluigao da proteina, o processo foi refinado para a purificacdo em passos de
eluicdo isocratica por NaCl. Uma coluna HilLoad 16/20 (Amershan Pharmacia Biotech) foi
empacotada com aproximadamente 15 mL resina Q Sepharose (Amershan Pharmacia

Biotech) e foi utilizada para a purificagcdo em alta escala.

3.14.3 Cromatografia de exclusio molecular

A etapa final da purificagéo das proteinas recombinantes foi feita pela técnica de
cromatografia de exclusdc molecular (CEM) utilizando a coluna Hil.oad Superdex 200 pg
26/60 acoplada ac sistema AKTA FPLC (Amershan Pharmacia Biotech). Esta metodologia
também foi utilizada para realizar alguns experimentos analiticos com o auxilio das colunas
Superdex 200 HR 16/30 e Superose 12 HR 10/30 (Amershan Pharmacia Biotech) acopladas
ao sistema descrito acima. O protocoio experimental foi aquele sugerido pelo manufaturador
para cada uma das colunas. De maneira geral, a uma coluna, previamente lavada e
equilibrada com o tampé&c de interesse, foi aplicado um volume de amostra correspondente a
até 5% de seu volume de coluna e realizada a corrida com um volume de tampéao
correspondente a 1,5 vezes o volume da coluna. O tampao utilizado nas CEM foi Tris-HCI 25
mmol/l. (pH 7,5) contendo 150 ou 500 mmol/L de NaCl (conforme especificado no tépico
Resultados e na legenda das figuras) e agente redutor (DTT ou B-mercaptoetanol). Todo o
processo foi realizado com monitoramento constante da absorbancia a 280 nm, da
temperatura, da presséo do sistema FPLC e da condutancia.

3.14.4 Processo de concentragio de proteinas

Para obter as proteinas em alta concentracao, foram utilizados o sistema Amicon Ultra
10.000 MWCo ou a tecnica de osmose reversa, ulilizando poli-etileno glicol 8.000 (Sigmaj,

seguidas por dialise exaustiva contra o tampéo de interesse.
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3.15 SDS-PAGE

As amostras coletadas em cada etapa dos processos de express@oe e de purificagéo
foram diluidas em tampac de amostra para eletroforese (Tris-HCI 50 mmol/L, pH 6,8, DTT
100 mmol/L, SDS 2%, azul de bromofenct 0,1% e glicerol 10%), fervidas durante 5 min, no
caso de proteinas em culturas de células, e centrifugadas por 2 min em uma microcenirifuga
Eppendorff em temperatura ambiente. Estas amostras foram submetidas, juntamente com
um padrdo de MM, a eletroforese em SDS-PAGE (Laemmli, 1870). A sletroforese foi
conduzida com a utilizagéo de um aparato Mini-Protean il Dual Sfab Cell (Bio-Rad), corn um
gel de empacotamento de 5%, gel de separacdc de 10% ou 12% de concentraclo
peso/volume de acrilamida/bis-acritamida, para proteinas de MM entre 40 a 70 kDa e 20 a 50
kDa, respectivamente. A corrida foi realizada em voltagem constante de 175 Volts por
aproximadamente 45 min. O gel foi corado por 20 min em etanol:dcido acético:agua 5:1:15
(viviv} e Comassie Brifliant Biue R (Bio-Rad) 0,25% e descorado em Acido
acético:etanolagua 3:2:35 (viviv).

3.16 Determinacao da concentracéo
3.16.1 Determinacgao da concentragio de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada por técnicas espectroscopicas, através
do método descrito por Edelhock (1967), utilizando os seguintes comprimentos de onda: 282,
280, 279, 278 e 276 nm. Para isto, os coeficientes de absortividade molar (¢}, nestes
comprimentos de onda, foram calculados utilizando a seguinte equago:

ey =ng, X, +n,, X,

F g XEgy, [Equacao 15]

onde, &(A) é o coeficiente de absortividade molar (mol/L".cm™) da proteina de interesse em
um determinado A; nr, - nUmero de triptofanos da proteina; n7, - nlimero de tirosinas e ngys é
0 numero de cisteinas. &rp, &1y € £oys 880 0s coeficientes de absortividade molar do
triptofano, da tirosina e da cisteina, respectivamente. Os valores dos ¢ destes aminoéacidos
variam de acordo com o A e foram calculados pelo programa ProtParam Tool
(ca.expasy.org/tools/protparam.html) de acordo com Gill & von Hippe! (1989). Os parametros
calculados e utilizados para quantificacdo das proteinas sdo apresentados conjuntamente no

Anexo i
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As amostras das proteinas purificadas foram diluidas em tampé&o contendo fosfato de
sédio (pH 6,5} na concentracao final de 20 mmol/lL e Gdn-HCiI 6 mol/l, o espectro de
absorbéancia coletado entre 0s A de 250-300 nm apd6s 15 minutos de incubagdo na bancada.
Apds a subtragdo do respective branco, onde ¢ tampéo no qual a proteina se encontrava foi
diluido no tamp&o desnaturante descrito acima, as leituras nos A descritos acima foram

utilizadas para estimar a concentragéo de proteinas pela equacio de Beer-Lambert:
A=gxixC [Eguagdo 16]

onde A é a leitura de absorbancia; /, comprimento do caminho ético em centimetros e C,
concentragcdo em mol/l. A concentragdo molar determinada correspondeu a media das
concentracdes enconiradas para cada A enire 276 e 282 nm e muitiplicado pelo fator de
diluicio. As leituras de absorbancia, para cada A relacionado, foram realizadas em triplicada.

3.16.2 Determinacao da concentracio de nucleotideos

A concentragdo de nucleotideos adenosina foi também determinada por técnicas
espectrometricas utilizando a equacgdo de Beer-Lambert descrita acima (equagéo 16). Os
nucleotideos ADP e ATP foram obtidos da Sigma como sais de sédio. Os nucleotideos foram
diluidos para uma leitura 6tima entre 0,5 e 1,0 em A de 259 nm. Foi utilizado o ¢ de 15.400
mol/L"".cm™ para os nucleotideos adenosina, obedecendo a correlacdo absorbancia 280/260
nm de 0,16 (Sambrook ef al., 1990), apés subtracdo do respectivo branco. A equacgéo de
Beer-Lambert foi resolvida e corrigida pelo fator de diluicio.

3.17 Espectropolarimetria de dicroismo circular

Os experimentos de CD foram realizados em um espectropolarimetro J-810 (JASCO),
acoplado a um sistema interno de controle de temperatura (Peltier Type Control System PFD
4258 - JASCO) e controlador externo de temperatura (NESLAB RTE Series — NESLAB). As
cubetas de quartzo usadas possuiam caminho ¢tico de 1 mm ou 0,1 mm e as proteinas
foram diluidas suficientemente para fornecer um sinal em 222 nm entre — 20 € — 40 mDeg.
Os programas utilizados para registro e tratamento dos dados foram o Spectra Manager®
(JASCO) e o Origin® (Microcal), respectivamente. Os espectros de CD foram normalizados
em elipticidade molar residual (EMR ou [9]) pela aplicacio da segquinte equagéo:
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FMR =X MM [Equagio 17]
10X CxiIxn

onde O ¢ a elipticidade (em mDeg), MM é a massa molecular (em g/mol), C é a concentragéo
da proteina (mg/mL}, / é o comprimento do caminho 6tico (cm) & 7 0 nimero de residucs de

aminoacidos da proteina. Os dados de EMR foram representados em fungdo do A (nm).

3.17.1 Espectros de dicroismo circular

Os espectros de CD foram coletados em temperatura constante de 20 °C. Os
espectros de CD em ultravioleta distante iniciavam em 260 nm e cobriam até a banda na qual
a voltagem do detector atfingisse o limite de 600 Volts. Bandas com voltagens superiores,
porventura coletadas, ocasionadas pela presenca de sal ou excesso de protefnas foram
descartados dos espectros analisados. Espectros cumulativos de 32 coletas (velocidade de
coleta = 100 nm/min e tempo de resposta do detector de 2 segundos) foram analisados como
descrito acima, apos subtracBo do espectro do respectivo tampdo (acumulados por 16
vezes). A porcentagem de estrutura secundaria do tipo o-hélice, folha B-pregueada e
estrutura randdmica foi calculado com o auxilio do programa CDNN Deconvolution (Verséo 2
— Bioinformatik.biochemtech.uni-halle.dee/cdnn). Este programa compara o espectro de CD
normalizado em EMR com um banco de dados de 13, 23 ou 33 espectros em FMR de
proteinas cuja estrutura em alta resolugao é determinada (Bohm et al., 1992).

3.17.2 Experimentos de desnatura¢do térmica monitorados por CD

Os ensaios de desnaturacgéo térmica foram realizados em cubetas de quartzo de 1 mm
com incremento da temperatura controlado pelo sistema interno de controle de temperatura
descrito acima. As velocidades de incremento de temperatura e as concentragdes das
proteinas utilizadas estdo descritas na legenda das respectivas figuras. As curvas de
desnaturacdo termica {n = 3) foram obtidas nas mesmas condigbes e a média das curvas
normalizadas em fungdo da EMR como descrito acima. A Tm foi estimada através da andlise
do maximo do ajuste de curvas gaussianas da primeira derivativa das curvas de
desnaturag&o apos “smeothing” Savitzky-Golay realizado pelo programa Origin® (Microcal).
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3.17.3 Experimentos de desnaturagio quimica monitorados por CD

Ensaios de desnaturagéo quimica foram realizados usando como desnaturantes uréia
e Gdn-HCI, sendo ambos preparados no mesmo dia do ensaio, no respectivo tampéo da
proieina em questdo e com a concentracio do agente desnaturante determinada utilizando
refratometria (método de face). A solucfo de proteina, na presenca do agente desnaturante,
foi preparada por diluicdo de uma mesma guantidade de proteina em um mesmo volume de
solugdo do agente quimico desnaturante em diferentes concentracbes. A temperatura da
cela fol mantida constante a 20 °C e os espectros (cumulativos de 4 coletas) foram
adquiridos na regiao de 260-205 nm apos 45 minutos de incubacgdo na bancada. As leituras
de CD das proteinas a 222 nm, apés subtraga@o do respectivo tampéo, foram utilizadas para a
construcdo dos graficos de EMR em funcao da concentracio de agente desnaturante.

3.18 Espectroscopia de emissio de fluorescéncia

Os experimenios de fluorescéncia foram realizados utilizando um fluorimetro Aminco
Bowman Series 2° (SLM-AMINCO), cubetas de quartzo de 1 ¢m x 1 cm de caminho 6tico e
proteinas em concentra¢des de 2 umol/L. Os programas utilizados para registro e tratamento
dos dados foram o SLMAB2® (SLM-AMINCO) e o Origin® (Microcal), respectivamente. A
temperatura da camara de leitura foi mantida constante & 20 °C através de um controlador de
temperatura digital Polyscience. Os espectros de emissdo de fluorescéncia foram obtidos,
apos excitagao dos residuos de triptofano a A 295 nm, com a abertura para passagem de luz
de 2 nm e de emissdo maxima a 330 nm (abertura 4 nm). O equipamento foi inicialmente
configurado para uma mesma conceniraclo de proteina. O espectro de emissdo de
fluorescéncia do tampao (3 leituras cumulativas) foi subtraido do espectro de emisso
fluorescéncia da proteina (3 leituras cumulativas). Os pontos para a composi¢éo do espectro
de emissdo de fluorescéncia foram coletados a cada 1 nm dentro do intervalo especiral de
305 a 420 nm. Os dados foram analisados pelo perfil do espectro de emissdo obtido em
funcéo da intensidade de fluorescéncia pela aplicagao da integral da area espectral na faixa
de 320 a 380 nm (calculado pelo programa Origin®) e pelo céiculo do centro de massa
especiral (<A>) considerando a seguinte equacdo: <A> = Z(A x IF)/ZIF,. O espectro de
emissao de fluorescéncia da Hsp70-1A também foi analisado pela interpretagdo por duas
curvas Gaussianas (Origin®) para estimar 0 A maximo de emissao de fluorescéncia para cada

residuo de triptofano.
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3.19 Experimentos de calorimetria
3.19.1 Calorimetria isotérmica de titulagdo

Os experimentos de ITC para a determinacdo da afinidade da Hsp70-1A pelos
nucleotideos adenosina foram realizados a 20 °C utilizando um aparelhe VP-ITC® (Microcal).
A solugdo de Hsp70-1A foi exaustivamente dialisada contra tampdo TKP (Tris-HCI 25
mmol/L, pH 7.5, contendo NaCl 50 mmol/L, KCI 5 mmol/L, NasPO4 5 mmol/l e 1 mmol/L 8-
mercaptoetancl) e aproximadamenie 15 umol/L de proteina (concentracdo de proteina
quantificada na propria amostra aplicada como descrito no item 3.16.1 de Materiais e
métodos) foi adicionada a céiula de 1,4 mbL do microcalorimetro. As solugbes de MgADP ou
MgATP utilizadas foram preparadas no tamp&o TKP e apresentavam concentracbes entre
300 a 350 umol/L (a conceniracdo de nucleotideos foi determinada a partir de uma aliquota
da prépria amostra utilizada na titulagdo como descritc no item 3.16.2 de Materiais e
métodos}. Aliquotas de 5 ul. dos nucleotideos foram injetadas em intervalos regulares de 6
minutos apds a primeira inje¢ao de 1 pl., cujo objetivo foi eliminar gases na ponta da seringa.
O calor da reagdo (Q) por injecdo (ucal/seg) foi determinado pela integragBo das areas dos
picos usando o programa Origén® (Microcal) e € proporcional ao volume da célula do
microcalorimetro (Vee), & variagdo da concentracdo do ligante ([L]) e & AH. O calor de
diluicdo dos nucleotideos foi determinado em experimentos no quais os nucleotideos foram
titulados no tampao TKP para verificar a existéncia de alguma dependéncia no perfil de
diluigdo dos nucleotideos. O calor de diluicdo da proteina foi determinado da linha de base
do final da titulagdo e depois comparada com o calor de diluicdo do nucleotideo para a
subtragdo do calor de interagéo observado. O calor envolvido na interacdo por mol de
nucleotideo injetado foi analisado contra a raz&c molar entre [nucleotidec)/[proteinal. A AH, a
estequiomeiria da ligagao {n) e a constante de associacao (Ka) foram estimados pelo ajuste
da curva com o auxilio do programa descrito acima, que interpreta a seguinte equacéo
quadratica:

2
Qx(n[M}AH%,) o L] . 1 il [L] N 1 4[]
2 (nM] (nK,[M]) (M) K,[MD | ([M])

[Equacdo 18]
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O processo de ajuste experimental dos dados envolveu: 1) suposicao inicial do n, K
(em mol/lL"y e AH (em cai/mol), que foi feita automaticamente pelo programa Origin®
(Microcal); 2) calculo do AQ(j) para cada injecdo e comparagéo deste valores com o calor
medido para a injegao experimental correspondente; 3) melhora dos valores iniciais de n, K,
e AH, e 4) interacdo dos procedimentos acima até que melhoras significantes nao
ocorressemn. Assim, os par@metros n, Kz e AH foram otimizados para ajustar a curva de
titulagdo pelo programa Origin® (Microcal) utilizando um processo de regressdo nao-linear
{revisado por: Pierce et al., 1999). O valor de AS (em cal/mol/°C) foi calculado 2 partir da dos
dados de K4 e AH, pela aplicacdo da equacéo 1 (item 1.3.3 de Introducéo).

3.19.2 Calorimetria de varredurz diferencial

Esta metodologia esta descrita no manuscrito apresentado no Anexo IV (Borges, J.C.,
Fischer, H., Cralevich, A.F., Hansen, L.D., & Ramos, C.H.l. {2003) Free human mitochendrial
Grpk is a symmetric dimer in solution. J. Biol. Chem., 278, 35337-35344) e as informacdes

adicionais para 0s experimentos estdo descritas na legenda da respectiva figura.

3.20 Ultracentrifugagao analitica

As andlises utilizando a técnica de UAL, velocidade de sedimentagdo e sedimentacio
em equilibrio, foram realizadas em um equipamento Beckman Optima XL-A analytical
ultracentrifuge (Beckman Coulter), em temperatura constante de 20 °C, utilizando o rotor AN-
80Ti (Beckman Coulter) e a varredura da absorbancia em funcgéo do raio foi realizada em
comprimentos de onda de 230 a 238 nm dependendo da concentracéo de proteina.

3.20.1 Velocidade de sedimentacio

Os experimentos de velocidade de sedimentagdo foram realizados em velocidades
apropriadas para a sedimentacdo de cada proteina, sendo descritas no item Resultados e
nas legendas das respectivas figuras. As andlises de dados envolvendo a interpretagédo da
curva de absorbéncia versus o raio da ceélula foram feitas utilizando um processc de
regressdo ndo-linear através do pacote do programa Origin® (Microcal) fornecido pelo
manufaturador do equipamenio. Os métodos de andlise de dados van Holde-Weischet (Van
Holde & Weishet, 1978) (grafico do coeficiente de sedimentagfo), Second Moment

{Goldberg, 1953) e Sedimentation Time Derivative (distribuiggo da integral de g{s") (Stafford,
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1984) foram utilizadas para analisar os dados de velocidade de sedimentagdo. Os métodos
utilizados permitem o caicule do coeficiente de sedimentacdo aparente (s, o coeficiente de
difuslo (D) e a MM a partir da equagdo 10.

O calculo do valor do s € importante para caracterizar mudancas no tamanho e na
forma das macromoléculas causadas por mudangas nas condigdes do meic. Porém, o valor
obtido pelos programas, ¢ s, n8o leva em consideragéo as contribuigbes do solvente e da
temperatura nos calcuios executados pelos programas descritos acima. Assim, o valor de s*
calculado deve ser sempre exirapclado das condigBes observadas para as condigbes
padrbes (agua e temperatura de 20 °C), ou sy, (Laue, 2001). O valor de So0w pode ser

calculado pela seguinte relagdo:

* (lmeaH{}ZGW}J(??) ??\3 5
Sppp =5 : e [Equacio 19]
# { @‘ - yﬁar 3‘0 ex ) k ??! 20 ??W J q g

onde, pzow € @ densidade da agua a 20 °C, pe € a densidade do solvente nas condices
experimentais, Mex € a viscosidade do solvente na temperatura experimental, N 6 a
viscosidade do solvente a 20 °C e 7, é a viscosidade da &gua. Tal extrapolacdo elimina
contribuigdes do solvente e temperatura no valor de s* que ndo foram considerados pelos
calculos iniciais determinados nos metodos de anélise, como discutido acima. O programa
Sednterp (www.jphilo.mailway.com/download.htm} foi utilizado para realizar a operagéo
descrita pela equag@o 19 e também para estimar os valores de: 1) Vi (em ml/g) a 20 °C, a
partir da sequéncia primaria de aminoacidos da proteina em questéo; 2) densidade p (em
g/mL) e 3) viscosidade (1) do tampé&o na temperatura de 20 °C.

O valor de sz pode ser medido em vérias concentragbes e a extrapolacédo da curva
para o valor zero permite a obtencdo de s%;, que representa uma propriedade uUnica da
macromolécula sem os efeitos dependentes da concentragdo da proteina na solucéo (Laue,
2001). Assim, mudancas observadas no valor de s%, ocasionadas por diferentes condi¢cdes
experimentais (temperatura, pH, adicdo de ligantes, etc), podem ocorrer somente em
decorréncia de variagdes na massa ou de mudancas conformacionais da macromolécula
(Laue, 2001}.
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3.20.2 Sedimentacio em equilibrio

Os experimentos de sedimentac&o em equilibrio também foram realizados em pelo
menos 3 velocidades diferentes. As amostras foram aceleradas & uma velocidade inicial
constante (veja no item Resuliados e nas legendas das respectivas figuras) por
aproximadamente 16 horas, ¢ alravés de leituras sucessivas, foi verificado se o estado de
equilibrio foi alcangado, para ent8o realizar a coleta dos dados com 25 cumulativas por
amostra. O método de Self-Association foi utilizado para analisar os dados de sedimeniacéo
em equilibrio ulilizando diferentes modelos de associaco para cada proteina. A distribuicéo
de proteina pela célula foi interpretada pela seguinte equacéo (Johnson, 1981):

e E3 PE
C:CQQ[ﬂ”j{M(1 ngggu (=) [Equagéo 20]

onde C €& a concentracdo de proteina em uma determinada posigdo radial r;, Cy € a
concentragdc de proteina na posicéo radial ry; w € a velocidade angular do rotor e e
representa uma funcéo exponencial. As andlises foram feitas com um conjunto minimo de 9
curvas oriundas de 3 velocidades diferentes em uma mesma concentragdo de proteina e o
resultado final dado pela média dos resultados nas 3 concentracdes utilizadas. O programa
Sednterp foi utilizado para estimar os vaiores de V. (em mL/g) a 20 °C a partir da seqiiéncia
primaria de aminodcidos da proteina em questac e também a densidade p (em g/mL) para a
realizagéo dos calculos.

3.21 Espalhamento dinamico de fuz

Os dados de D foram estimados por experimentos de espalhamento dinamico de luz
(EDL) que foram realizados em um equipamento DynaPro-MS/X (Protein Solutions) em
temperatura constante de 20 °C. As amostras foram previamente centrifugadas a 14.000 x g
por 20 minutos a 20 °C. A fungBo de autocorrelagBo foram medidas em um &ngulo de
espalhamento de 90 graus, com 600 acumulagdes de 10 segundos cada e analisados pelo
programa fornecido pelo manufaturador. O valor de D esta relacionado com ¢ raio de Stokes
(Rs) pela equacgdo de Stokes-Einstein:
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- Equacio 21
TR [Equag ]

onde k ¢ a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta e 1 a viscosidade do solvente.

C coeficiente de difusdo, assim como o coeficiente de sedimentacao, sofre efeitos
dependentes da viscosidade e concentragdo (Raiston, 1993; Wilson, 2003). Assim, o vaior de
D observado (Deys) foi normalizado para condicdes padrdes de 4gua e temperatura de 20 °C,
com o auxilio da equagéo descrita abaixo (Ralston, 1993}

Dy, =D, 293 2{ M I [Equacéo 22]
720 ??“

A partir do valor Dyoy determinado para diferentes concentragdes de proteina foi
realizada a extrapolac@o para concentracdo de proteina igual a zero e assim obter o DOQQW
(Ralston, 1993) de forma similar ao realizado para o s%,, (ver tdpico 3.20.1 de Material e
métodos). A técnica de EDL também foi utilizada como forma de controle de qualidade para
avaliar a monodispersidade das amostras para os demais ensaios de caracterizacéo
hidrodinamica, espectroscdpicas e calorimétricas.

3.22 Espalhamento de raios X a baixos anguios
3.22.1 Coleta dos dados

As medidas de SAXS foram realizadas na linha de luz sincrotron SAS no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), Campinas, Sdo Paulo, Brasil. A aquisicdo de dados foi
feita utilizando um detector multicanal unidimensional sensivel & posicac. Assim, foi possivel
adquirir uma curva de intensidade de espalhamento em funcdo do numero do canal do
detector. O A do raio incidente utilizado foi de 1,488 A e a distancia entre o porta-amostra e o
detector foi escolhida para adquirir 0 espalhamento entre 0,01 < g < 0,4 A'. Assim,
dependendo da proteina em questao, foram utilizadas distancias amostra-detector entre 60 a
140 cm (detalhes apresentados no tdpico Resultados). Foi utilizada uma cela porta-amostras
na forma de capilar ou em janelas, ambas constituidas de mica, para reduzir ac minimo
possivel o espalhamento do sistema e favorecer o espalhamento da amostra. Para o

tratamento de dados, todas as curvas foram corrigidas pelos efeitos associados 2 nao
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homogeneidade da resposta do detector e pelo decaimento da fonte de fuz sincrotron. Os
dados foram tratados pelo programa Origin® (Microcal) ou pelo programa TRAT1D (Oliveira,
2003). As caracteristicas experimentais utilizadas para cada uma das proteinas nas medidas
de SAXS estdo descritas no capitulo de Resultados e na legenda da respeciiva figura de
espalhamento.

Para obter informactes sobre a MM da particula espalhadora foi utilizada a proteina
soroalbumina bovina (BSA; MM = 69 kDa) como padrao exierno de MM, sendo esta diluida
no respectivo tampéo da proteina de interesse. A partir da raz&o entre o valor exirapolado de
/{(q) — 0 para a proteina de interesse e da BSA, foi oblido uma estimativa da MM da particula
espalhadora.

A quantidade de informacbes obtidas através de uma curva de SAXS pode ser
representada através do calculo do teorema da amosiragem de Shannon. A gquantidade de
informacao, ou numero de canais de Shannon (NCS), pode ser representada pela equacio
NCS = Dpax{Qmax - Gmin}/T7 € cOm este valor foi possivel estimar o nimero de fungdes e qual ©
tipo de modelagem a serem utilizadas para ajustar os dados.

3.22.2 Tratamento dos dados de SAXS e modelagem ab initio

A funcdo de distribuicdo de distancias p(r) e o raio de giro (R das proteinas
estudadas por SAXS foram caiculados, a partir das curvas da /{g) corrigidas e normalizadas,
pela transformada de Fourier indireta com o auxilio do programa GNOM (Semenyuk &
Svergun, 1991). Os modelos em baixa resolugdo foram construidos a partir dos dados
experimentais de SAXS através de um método ab inifio implementado pelos programas
DAMMIM (Svergun, 1999) e GASBOR (Svergun et al., 2001).

O metodo DAMMIM consiste em construir uma esfera cujo didmetro corresponde ac
Dmax previamente determinado pela analise da curva da p(r}. A esfera é preenchida por uma
grade regular de pontos correspondentes a um empacotamento hexagonal de pequenas
esferas onde o raio da esfera é muito menor que 0 Dpay {fest << Dmax). Uma constante (obtida
automaticamente pelo uso da interpretacdo linear g*/(g) versus ¢* pelo programa de
determinacao da forma DAMMIM) foi subtraida dos dados experimentals para garantir que a
intensidade a altos angulos decai como ¢, seguindo a lei de Porod para um modelo de
densidade de 2 niveis (Porod, 1982). Este processo reduz a contribuicdo do espalhamento

devido a pequenas flutuacbes da estrutura interna da proteina e produz uma aproximacao da
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“curva da forma espalhadora” (i.e. a intensidade espalhadora produzida pelo volume excluido
da particuia com uma densidade eletronica espacial constants).

A estrutura do modelo de pequenas esferas (DAM) é definida pela configuragdo X,
assumindo o valor de cada esfera correspondente ao solvente como {0} ou particula do
soluto {1}. A curva de intensidade de espalhamenioc do DAM & computada e comparada com
a curva da /{g) determinada experimentaimente, € 0 modelo é progressivamente modificado
por sucessivas tentativas de minimizag&o da funcdc f{X) e ajuste da curva experimental. A
(X} pode ser definida como:

F(X)=x" +aP(X) [Equacdo 23]

onde o é uma constante positiva, P(X) € um funcio de penalidade gue evila, nos modelos,
pontos “perdidos” ou ndo conectados & estrutura principal. ¥ € a discrepancia entre a curva
da /{g} experimental e do modelo (Svergun & Stuhrmann, 1991) e & dado por:

2z
1 & g )10, N
= f Equacao 24
x \/N__IE{{ @) } [Equag ]

onde N é o numero de pontos experimentais obtido do teorema de Shannon, /.(g) € a
intensidade experimental, e o(g;) é o desvio padrdo no ponto /.

O programa GASBOR (Svergun ef al, 2001) utiliza uma representacio espacial
definida por um conjunto de residuos de aminoécidos moldes (DR), sendo que o nimero de
DR utilizado e igual ac nimero de residuos de aminoacidos da proteina em questédo. O
programa busca a configuracdo espacial destes DR que melhor descreve os dados
experimentais. Assim, é possivel, de maneira similar ao DAMMIM, obter um modeio ab initio
compacto da proteina utilizando um sistema de pequenas esferas interconectadas, na qual
cada DR estara a uma distancia regular de um respectivo DR (Svergun & Koch, 2003).

Em suma, os programas DAMMIM e GASBOR procuram por um modeio cuja
configurac8o espacial seja compacta e interconectada, minimizando a fungéo f(X) definida
pela equagdo 23. Eles iniciam a partir de uma configuragdo espacial correspondente a uma
esfera de raio r = Dpa/2, cujo Dpa foi previamente determinado pela p(r) através do
programa GNOM, preenchendc ¢ modelo ab initio com pequenas esferas cujos rog << Dpad/2
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{Svergun, 1999). DAMMIM e GASBOR constroem modelos ab initio que apresentam um bom
ajuste entre sua curva da /(qg) e aquela obtida experimentalmente, modificando a fase dos
atomos do soluto {1} e solvente {0}. Como os dados obtidos ndo sdc em alta resolucao, o
modelo final represenia o caleulo da média da superposicBo de 10 a 20 calculos
independentes de modelos através do programa DAMAVER (Volkov & Svergun, 2003).

3.23 Avaliacao dos dados hidrodindmicos dos modelos ab initio

O programa HydroPro (Garcia de la Torre ef al, 2000) foi utilizado para estimar o
coeficiente de difusao D, o raio de giro Ry, o coeficiente de sedimentagdo s e a distancia
maxima Dma dos modelos ab initio gerados a partir dos dados de SAXS. O programa
HydroPro € capaz de criar uma monocamada de mini-esferas na superficie do modelo ab
initio; o local de exposigao da particula as forgas hidrodinamicas (Carrasco & Garcia de la
Torre, 1989). Os calculos das propriedades hidrodinamicas foram realizados como descrito
por Carrasco & Garcia de la Torre (1999) e foram feilos para mini-esferas de diferentes
tamanhos e exirapolados para zero. Os calculos das propriedades convergem para © valor
correto com a redugdo do tamanho das mini-esferas € com o aumento do nimero de mini-
esferas necessarias para formar a monocamada. Este processo reduz o erro inerente a
superficie ndo coberta pelo arranjo hexagonal das mini-esferas (Garcia de la Torre et al,
2000).

O programa HydroPro foi configurado com os raios dos elementos atdbmice oriundos
dos modelos ab initio. O fator sigma de 5 a 8 (como indicado pelo fornecedor) e o raio das
mini-esferas entre 6 a 2 A. O programa Sednterp foi utilizado para fornecer ¢ Ve (em mL/g)
a 20 °C. A densidade p (em g/mL) e viscosidade 11 (em poise) utilizadas foram aquelas
observadas em agua, para se obter dados em condigdes padrao. A razéc friccional 4, ou
fator de Perrin (P), que representa o quanto uma particula é assimétrica em relagéo a uma
esfera de mesma MM, foi estimado pelo programa SolPro (Garcia de la Torre et al., 1997).

3.24 Modelagem por homologia

Esta metodologia esta descrita no manuscrito apresentado no Anexo IV (Borges, J.C.,
Fischer, H., Craievich, A.F., Hansen, L.D., & Ramos, C.H.i. (2003) Free human mitochondrial
GrpE is a symmetric dimer in solution. J. Biol. Chem., 278, 35337-35344) e as informacdes

adicionais para 0s experimenios estéo contidas na legenda da respectiva figura.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdc apresentados divididos por proteinas, sendc gue, para as
proteinas Hsp70-1A, mortalina e GrpE#2, todos os resuliados s80 apresentados abaixo. Para
as proteinas Hsp40 e GrpE#1, os resuliados de pesquisa em banco de dados aié os
resultados de clonagem estac apresentados abaixo. Os demais resullados estdo descriios
nos manuscritos em anexo (Anexo Il e Anexo V) que s8o apreseniados como parte deste
documento.

4.1 Hsp70 humana

Com o intuito de compreender a relagcdo estrutura-funcdo das proteinas Hsp70, foram
obtidos os ¢cDNAs de uma represeniante humana da subfamilia Hsc70 (Hsp70-1A, presente
no citoplasma) e de uma represenianie da subfamilia DnaK {morialina, presenie na
mitochndria). A Hsp70-1A apresenta 60% de similaridade na seqliéncia de aminoacidos com
a proteina DnaK de £. coli. A mortalina apresenta 75% e 65% de similaridade com a DnaK e
com a Hsp70-1A, respectivamente (Figura 4).

Neste topico sao apresentados os resultados de clonagem, expressdo, purificacéo,
ensaios espectrofotometricos, estruturais e hidrodindmicos da proteina Hsp70-1A humana e

clonagem, expressao, purificacao e ensaios espectrofotométricos da mortalina.

4.1.1 Hsp70-1A

Pesquisa em banco de dados e obtengédo do cDNA piasmidial da Hsp70-1A

A seqéncia do cDNA da proteina Hsp70 humana (Homo sapiens heat shock 70kDa
protein 1A — codigo GenBank nimero BC002453 — gene HSPA1A) foi utilizada para buscar e
identificar ESTs similares no banco de dados GenBank divisdo Human EST. Foram
encontrados dois clones EST (BE891351 e BES893670; Tabela 1), que apresentavam
similaridade com a Hsp70-1A e estavam disponiveis para a aquisicdo comercial junto ao
sistema do IMAGE Consortium. O ¢DNA do clone EST numero BE891351 foi submetido ao
seqlenciamento parcial das extremidades internas do SMC do vetor pCMV-SPORTS ¢ a
andlise das segiéncias obtidas confirmou a presenca do ¢DNA da proteina Hsp70-1A
humana.
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Oligonucieotideos para a PCR da Hsp70-1A

O ocligonucleotideo para a regifio 5 do cDNA da Hsp70-1A foi desenhado pare
substituir algumas bases com o objetivo de criar um sitio de restrico para a enzima de
restric@ic Nde | (5 GGAACCCATATGGCCAAAGC 3') em fase de leitura e anterior ao cédor
de iniciaggo ATG {(metionina) da proteina. Assim, o cDNA pbde ser clonado em fase de
leitura com © cDNA da cauda de poli-histidina do pET28a. Para a regido 3, ¢
oligonucleotideo foi desenhado para criar, pela substituico de bases, um sitic de restricao
para a enzima BamH | (5° GAAAGGATCCTAATCTACC 3’) apds 4 bases do cddon de
terminagdo natural da fase de leitura do cDNA da Hsp70-1A. Outros 3 oligonucleotideos
foram desenhados (5' CCTCTCGCAGGCGGTGC 3, 5 AGGCGTACCTGGGCTACE 3 e 5
GCTCAGGGGATCCTAGTCGTT 3) para o seqiienciamento da regido interna do cDNA da
Hsp70-1A.

Cionagem do ¢DNA da Hsp70-1A

As células do cione EST numeroc BE891351 (Tabela [) foram crescidas em meio
liquido e o sedimento celular foi utilizado para extrair o DNA plasmidial, com o auxilio do kit
QIlAprep MiniPrep Kit (Qiagen), para ser utilizado como molde para a PCR. Esta reagéo
forneceu um produto de aproximadamente 1.900 pb correspondente ao tamanho esperado
para o cDNA completo da proteina Hsp70-1A (cddigo GenBank nuimero BC002453). Este
produto de PCR foi purificado do gel de agarose 1% e utilizado para a clonagem em pUC18
como descrito no item 3.9 de Material e Métodos. Desta clonagem, foi selecionada uma
coldnia contendo vetores pUC18 que liberaram um fragmento de aproximadamente 1.900 pb
apos incubacéo com as enzimas Nde | e BamH |. A andlise da sequéncia parcial das
extremidades do SMC, obtidas pelo seqiienciamento da regiao interna do SMC do pUC18
previamente isolado, com os oligonucieotideos M13 Foward e M13 Reverse, confirmou a
clonagem do cDNA da proteina Hsp70-1A em pUC18: o vetor pUC18aHsp70-1A.

O fragmento liberado pelo vetor pUC18aHsp70-1A, através da digestao pelas enzimas
Nde | e BamH |, foi utilizado para ser subclonado em pET28a como descrito no item 3.9 de
Material e Métodos. A figura 5 representa o perfil eletroforético da digestao enzimatica de
vetores pET28aHsp70-1A, obtidos de uma colénia previamente selecionada, que iiberaram
fragmentos de aproximadamente 1.900 pb a partir da incubagdo com as enzimas Nde | e

BamH | A andlise das seqiiéncias obtidas pelo seqiienciamento das exiremidades internas
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do SMC do vetor pkT28a selecionado, utilizando os oligonucieotideos T7 promoter ¢ 77
terminator (GIBCO BRL), confirmou a clonagem do cDNA da proteina Hsp70-1A no vetor
pET28a entre os sitios de restricAo para as enzimas Nde | e BamH |. A analise das
seqiéncias, obtidas pelo segllenciamento com os oligonucleotideos desenhados para se
anelarem no intericr do cDNA da Hsp70-1A, mostrou que a segiiéncia cionada correspondia
a seqiueéncia depositada para o ¢cDNA da Hsp70-1A (cédige GenBank nimero BC002453) ¢
em fase de leitura com a segléncia de DNA da cauda de poli-histidina na extremidade
amino-terminal. Assim foi obtido ¢ vetor pET28aHsp70-1A, responsével pela expresséo de
uma proteina, em fusédo a cauda de poli-histidina na regio amino-terminal, constituida por
661 residuos de aminoacidos e MM igual a 72.215 g/mol.

Expressdo e purificacdo da proteina Hsp70-1A

A figura € mosira o resultado do processo de expressfo e purificagdo, por
cromatografia de afinidade, da proteina Hsp70-1A como descrito nos itens 3.13 e 3.14 de
Materiais e metodos. A proteina foi expressa pela indugdo por IPTG, sendo identificada no
sobrenadante do lisado (Figura 8). A purificagdo da Hsp70-1A foi realizada em dois passos
cromatograficos: cromatografia de afinidade em resina contendo niquel e CEM. A fragéo
separada pela cromatografia de afinidade foi submetida a um tratamento com a enzima
fosfatase alcalina acida, para a eliminacdo de gualquer vestigio de nuclectideos adenosina
{Theyssen ef af., 1996). A fosfatase alcalina acida desfosforila o grupamento fosfato ligado a
ribose dos nucleotideos levando & formagdo de Pi e a um nucleosideo. Apds este passo, a
amostra da Hsp70-1A foi submetida a uma didlise contra o tampéo TKP e, em seguida,
submetida a uma CEM como descritc no item 3.14.3 de Material e Métodos utilizando o
tampéo TKP.

Na CEM, a proteina Hsp70-1A apresentou um perfil de eluicdo de 3 espécies com MM
aparente de 600 kDa, 200-150 kDa e 70 kDa (Figura 7), sendo que todas as fraghes
migraram com MM aparente correspondente a 70 kDa na SDS-PAGE, mesmo na presenca
de DTT (Figura 8). A fragdo de 600 kDa néo se apresentou em equilibrio com as demais
fracbdes observadas nas condi¢bes testadas, pois sua reaplicacdo & CEM néc resultou no

aparecimento das demais fragdes (Figura 7). A fracdo 200-150 kDa apresentou ser,

provavelmente, uma espécie em equilibrio dimero-mondmero, pois quando ela foi reaplicada




sendo esta dltima a espécie principal (Figura 7). A fracéo de 70 kDa quando reaplicada logo
ap¢s a primeira cromatografia apresentou um perfil de eluicdo de uma espécie monomérica
(Figura 7). Ap0Os estocagem, a fracdo de 70 kDa passou a apresentar a espécie de 200-150
kDa, porém com predominancia da espécie de 70 kDa, guando analisada por CEM analitica
(dados ndo mostrados). Para evitar o comportamento de polidispersidade, todos os
experimentos foram realizados com a fragéc de 70 kDa recém purificada e com a sua
monedispersidade monitorada por EDL. Os resultados indicam que a Hsp70-1A foi expressa
em quantidade, e foi purificada, a partir do sobrenadante do lisado, com pureza superior a
95% (Figura 8).

Andlise de estrutura secundéaria da proteina Hsp70-1A por CD

As 3 fragOes obtidas pelo processo de purificagBe (como descritc acima) foram
analisadas por CD. A fraggo de 70 kDa apresentou um especiro caracteristico de proteina
constituida de estrutura secundaria do tipo a-hélice (Figura 9). A fracdo de 800 kDa
apresentou menor quantidade de estrutura secundéria do que a fragdo de 70 kDa (Figura 9).
Entretanto, a proteina eluida na fragao de 600 kDa apresentou estruturacdc em a-hélices e
folha B-pregueada, como pode ser avaliado pelo perfii do espectro de CD (Figura 9).
Provavelmente a fragdo de 600 kDa constitufa um agregado protéico da Hsp70-1A, formado
pela alta inducac heterdloga, ndc estando em equilibrio com a forma nativa, como relatado
no tépico anterior, e foi descartada das outras andlises. A fracao de 200-150 kDa apresentou
o mesmo perfil de espectro de CD que a fragdo de 70 kDa (dados ndo mostrados).
Entretanto devido a polidispersividade da amostra 200-150 kDa e o objetivo de estudar a
influéncia da ligagdo de nucleotideos adenosina na estrutura da proteina Hsp70-1A por
técnicas como SAXS e UAL, tal fragdo também foi descartada para as demais analises.

A analise do perfil do espectro de CD apresentado pela Hsp70-1A sugere que esta
proteina possui estrutura secundaria constituida de a-hélices. A andlise da quantidade de
estrutura secundaria para o espectro de CD da Hsp70-1A feita pelo programa CDNN
Deconvolution mostrou que a Hsp70-1A é constituida por aproximadamente 30% de «-
hélices, 18% de folha B-pregueada, 17% de alcas e 35% de estrutura randdmica (erro <
10%). A adicdo de MgAMP n&o provocou mudangas significativas no espectro de CD da
Hsp70-1A entre os comprimentos de onda de 200 a 260 nm. Eniretanto, uma pequena
redugéo na intensidade do sinal foi cbservada na regifio de 190 a 200 nm (Figura 10). A
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adigéo dos nucleotideos MgADP ou MgATP nas amostras da Hsp70-1A induziram pequenas
alteragbes no perfil do espectro de CD na regido de 208 nm em comparagdc com 0S
gspectros da proteina na auséncia de nucleotideos e na presenca de MgAMP. Na regigo de
190 a 200 nm, os nucleotideos MgADP e MgATP induziram um aumento considerdve! na
quantidade de luz absorvida & esquerda, sendo o aumento similar para 0s dois nucleotideos
{Figura 10}. Nas amostras de Hsp70-1A na presenca de MgATP ou MgADP, a quantidade de
estrutura estimada pelo programa CDNN Deconvolution foi de: 36% de a-hélices, 15% de
folha B-pregueada, 16% de algas e 31% de estrutura randdmica {ermo < 10%). Em
comparagao a quantidade de estrutura estimada para a proteina Hsp70-1A sem aditivos, a
adicdo dos nucleotideos MgADP ou MgATP provocaram um ganho de estrutura em a-

helices, o gue sugere uma estruturacdo da proteina induzida pela ligacdo dos nucleotideos.

Desenovelamento térmico da proteina Hsp70-1A monitorado por CD

Os ensalos de desnaturacdo térmica (20 a 90 °C) da Hsp70-1A, no tampac TKP,
foram acompanhados por CD (Figura 11). A Hsp70-1A sem aditivos apresentou Tms nas
seguintes temperaturas: 46, 68 e 82 °C. A desnaturagdo térmica da Hsp70-1A nestas
condigdes foi irreversivel, mesmo que a amostra fosse aquecida somente até 50 °C. A
proteina sofreu agregac@o seguida de precipitacdo quando foi aquecida até 90 °C (um
precipitado esbranquigado foi observado na cubeta). A tabela Il sumariza as Tms, nas
diversas condigoes testadas, determinadas pela andlise da primeira derivativa da curva de
desenovelamento térmico com a interpretacdo da &rea da transicdo por curvas gaussianas,
nas quais o maximo do ajuste foi considerado o valor da Tm. A Tm foi dada pela média de 3
curvas de desenovelamento (mais o desvio padrdo da média). Considerando que os dados
foram coletados em intervalos de 0,5 °C, este deve ser considerade o erro minimo na Tm.

As Tms apresentadas pela curva de desnaturagéo da Hsp70-1A na presenca de AMP
ndo sofreram modificagbes em relagdo a proteina sem aditivos (Tabela Hl). Porém, na
presenca de ADP ou ATP, a Tmy e a Tm; sofreram um aumento de aproximadamente 4 °C
(Tabela Hl). A presenca de MgCl; n&o provocou mudangas nos Tms da curva de
desenovelamento da Hsp70-1A. Mas na presenga de MgADP ou MgATP, a curva de
desnaturacao da Hsp70-1A apresentou um aumento, no Ty, de 9 e 7 °C, respectivamente,
e com o mesmo efeitoc com as amostras com apenas ADP ou ATP no Tma.
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Tabela lI: Temperaturas médias de transicBo para a Hsp70-1A na auséncia e na
presenca de aditivos. O desenovelamento térmico da Hsp70-1A (6 umol/L), realizado no
tampao TKPF na auséncia e na presenca dos diferentes aditivos (200 pmol/L MgCl,, AMP,

MgAMP, ADP, MgADFP, ATP ou MgATP), foi acompanhado por CD a 222 nm.

Hsp70-1A Tm, (°C) Tme (°C) Tms (°C)
Sem aditivos 462+ 05 88,0+ 0,5 82505
MgCl, 46,505 67,009 81,2=05
AMP 48,605 66,505 82,402
ADP 50,6 +0,5 676+0,5 86,7+ 0,5
ATP 50,205 675+0,8 85,8+0,5
MgAMP 48,8+ 0,5 85,705 81,107
MgADP 55,3+0,5 676+05 858+05
MgATP 53,1+05 67,8086 88,0+0,5

Experimentos de fluorescéncia do triptofano da proteina Hsp70-1A

A figura 12 apresenta os espectros de emissdo de fluorescéncia de triptofano
(excitacdo em 285 nm) da Hsp70-1A no tampao TKP, na auséncia de nucleotideos, na
presenga de 1 mmol/L de MgAMP, MgADP e MgATP e em condigBes desnaturantes (Gnd-
HCI 6 mol/L). A estrutura primaria da Hsp70-1A possui dois residuos de triptofano (Figura 4 —
W90 localizado no DLN e W580 localizado na “tampa” do DLS) e a analise dos espectros de
emissao de fluorescencia da figura 12 sugere que um deles pode estar protegido do solvente
e o outro pode estar exposto ao solvente. A Hsp70-1A apresentou em seu espectro de
emissdo de fluorescéncia, um A maximo de intensidade de fluorescéncia em
aproximadamente 336 nm e um “ombro” em aproximadamente 355 nm. A interpretacdo do
espectro citado acima por duas curvas Gaussianas mostrou a presenca de dois maximos em
aproximadamente 330 e 355 nm. Na presenca de 6 mol/L de Gnd-HCI, 0 A maximo de
intensidade de emissao de fluorescéncia foi observado em aproximadamente 356 nm, o
mesmo A maximo observado para o triptofano em dgua (dados n&o mostrados). A presenca
de MgAMP ou de MgADP n#o induziram mudangas perceptiveis no espectro de emissao de
fluorescéncia da Hsp70-1A. Entretanto, a presenca de MgATP reduziu a intensidade de
fluorescéncia em aproximadamente 7% da area da integral da curva, porém sem modificar o
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A maximo de intensidade do especiro de emiss8o de fluorescéncia. Tanto que ndo foi
observada mudanga no <A> dos especiros de emissao de fluorescéncia da Hsp70-1A devido
a presenga de nucleotideos adenosina. Exceto para a Hsp70-1A na presenga de Gnd-HCl, o
<A> da Hsp70-1A, na auséncia e na presenca de nucieotideos adenoesina, calcuiado foi de
aproximadamente 345 nm. Os resuitados representam a média de 3 preparacdes

independentes coletadas com o equipamento configurado para a amostra de Hsp70-1A sem
aditivos.

Experimentos de [TC para a proteina Hsp70-1A e seus ligantes MgATP e MgADP

Experimentos de ITC foram realizados para determinar a Kx da Hsp70-1A pelos
nucleotideos MgADP e MgATP & temperatura constante de 20 °C. A Hsp70-1A, recém
purificada, fol preparada no tamp&o TKP em uma concentragdo de proteina de
aproximadamente 15 ymol/L. A concentracao de proteinas foi determinada para uma aliguota
da mesma amostra utilizada no experimento de iTC, como descrito no item 3.16.1 de
Material e métodos. As solugdes utilizadas de MgATP ou MgADP foram preparadas no
tampao TKP em uma concentracéo de aproximadamente 300-350 umol/L. A concentragdo de
nucleotideos foi determinada espectrofotometricamente a partir de uma aliquota da mesma
solugéo utilizada no experimento, conforme descrito no item 3.16.2 de Material e métodos.
Os dados do calor médio liberado pela titulagdo do nucleotideo na solugdo protéica saturada
pelo mesmo, que foi observade nos 10 ditimos pontos de titulagdo (calor de diluicdo do
titulante), foram subtraidos, apds normalizagdo pela concentragdo, da curva experimental. A
curva do calor de diluigao do MgATP no tampéao TKP apresentou um maior calor liberado nas
primeiras titulagbes que reduziu nas demais titulagdes, porém o mesmo naoc foi observado
para ¢ MgADP (dados ndo mostrados). Esta tendéncia da titulagdo do MgATP, no tampéo
TKP, também foi subtraida da curva experimental, apés o procedimento de normalizacédo
pela concentragéo e subtragdo do calor de diluicdo do titulante da curva de titulagéo do
MgATP no tampéo TKP, como definido acima.

A figura 13 representa os experimentos de ITC apés o tratamento dos dados utilizando
o programa Origin® (Microcal). Os ajustes dos dados para os nucleotidecs MgADP e MgATP
foram feitos utilizando um sitic de ligagao por molécuia de Hsp70-1A e os resultados
representam a meédia da analise de 3 experimentos individuais. Os dados sugerem uma
maior afinidade da Hsp70-1A por MgADP do que por MgATP (3.8 + 0,2 x 10° mol/L™ versus
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1.4 = 0,1 x 10° moll”, respectivamente). Os dados de AH sugerem valores
significativamente diferentes enire ADP e ATP, sendo mais negativo para ADP do que para
ATP (-5,8 = 0,1 versus -4,6 = 0,1 kcal/mol, respectivamente). O AS foi relativamente maior
para a titulagcgo com ATP em comparacio ao ADP (12,4 = 0,1 versus 10,2 + 0,6 cal/mol/°C,
respectivamente). Os resultados mostraram que a Hsp70-1A possul constantes de
dissociagao (Kp = 1/Ka) pelos nucleotideos MgATP e MgADP na faixa submicromolar
(aproximadamente 0,71 versus 0,26 umol/L, respectivamente) e nortearam as condigbes de
saturagao, das amostras de Hsp70-1A pelos nucleotideos adenosina, para 0s experimentos
de UAL (ver abaixo).

Andlise de veiocidade de sedimentagdo da proteina Hsp70-1A por UAL

Os experimentos de UAL para a proteina Hsp70-1A, utilizando a técnica de velocidade
de sedimentacao, foram realizados na presencga e na auséncia dos nucleotidesos adenosina.
Em todos os experimenios realizados, a protefna se comportou como uma solugéo
monodispersa, ndo apresentando sinais evidentes de agregagac ou oligomerizacdo. A
concentragao de Hsp70-1A utilizada foi de 150 a 1.000 ug/mL (2 a 13,8 pumol/L) em tampao
TKP e também em solugdes contendo 200 pymol/L. de MgATP ou MgADP que foram utilizados
para avaliar as mudangas nas propriedades hidrodinamicas da molécula de Hsp70-1A.

A figura 14a mostra a andlise de um conjunto de dados de velocidade de
sedimentacéo pelo método Sedimentation Time Derivative {distribuicao da integral g(s*) -
item 3.20.1 de Material € Métodos) da Hsp70-1A (800 pg/mL), na auséncia e na presenca de
MgADP ou MgATP. Cada conjunto de dados foi analisado com o mesmo niimero de curvas
obtidas. A figura 14b mostra o célculo do s%;, da Hsp70-1A na concentracdo zero de
proteina, na auséncia e na presenga de nucleotideos: sogo,w =409 + 0,01 §; sogo,w ATP =
4,44 +0,03S e 5%, ADP=421+001 S.

Estimativa do coeficiente de difusdo da proteina Hsp70-1A por EDL

Os dados de D da Hsp70-1A foram estimados pela técnica de EDL em 4 diferentes
concentragdes de proteina (0,5, 1,0, 1,75 e 2,5 mg/mL), normalizados para as condigbes
padrdo em agua e na temperatura de 20 °C (D) pela aplicagdc da equacioc 22 e
extrapolados para a concentragdo de zero {mg/mL) de proteina (D%p). Para isto, foi
realizado um procedimento similar ac realizado para a determinagdo do s%;,, (Figura 14Db).
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Assim, os erros devido & dependéncia da concentracdo foram reduzidos. Os D%;,, obtidos
para a Hsp70-1A nas diferentes condicdes foram: D%, = 5,4 + 0,1 107cm?s™; D% ATP =
57 = 0,1 107cm®s” e D%, ADP = 55 + 0,1 107cm?s". A aplicagdo da equagdo 10,
utilizando os dados de %, e de D%, mostraram que a Hsp70-1A possui MM de
aproximadamente 70 kDa (MMaom adiives = 89 = 1 kDa, MMare = 72 = 1 kDa; MMapp =71 = 1
kDa).

Analise de sedimentagdo em equilibric da proteing Hsp70-1A

Os experimentos de sedimentacdc em equilibrio da Hsp70-1A, que foi previamente
preparada no tampao TKP, foram realizades em 3 diferentes velocidades (6.000, 8.000 e
10.000 rpm) e em 3 concentracbes diferentes (100, 250 e 500 ug/mL). Em todas as
condigbes, as curvas foram bem ajustadas como uma Uinica espécie exponencial, resultando
em uma particula de MM = 70 = 2 kDa. A figura 15 mostra o resultado das analises dos
dados obtidos com a proteina na concentragdo de 250 pg/mL em 3 velocidades diferentes. A
andlise dos residuais mostra a boa qualidade do ajuste das curvas para uma particula de
aproximadamente 70 kDa. Os dados também foram analisados como um sistema de auto-
associacao e eles foram bem ajustados como um sistema mono-disperso como descrito
acima. Os dados sugerem uma Unica espécie protéica em solugdo e que o processc de
associacéo, observado nos experimentos de CEM, ndo ocorreu em virtude das condigOes

utilizadas: baixa concentrag&o protéica, o tampéo TKP e o tempo de utilizacdo da amostra.

Experimentos de SAXS para a proteina Hsp70-1A na presenca de MgATP e MgADP

Os experimentos de SAXS foram realizados na linha SAS do LNLS (Kellermann ef al.,
1997) utilizando um porta-amostras de mica na forma de capilar, em duas distancias
diferentes entre o porta-amostra e o detector (750 e 860 mm), e A de 1,488 A. As medidas
foram realizadas em varias concentragbes da proteina Hsp70-1A no tampéao TKP (3,50, 6,70,
10,8 @ 15,6 mg/mL) na auséncia e na presenga de 1 mmol/l. de MgADP ou MgATP. Os
dados foram tratados utilizando o programa TRAT1D (Oliveira, 2003) e foram normalizadas
pela concentracdo para se obter as curvas das /(g). As partes das curvas das /(g), em alto e
baixo “g”, oriundas a partir de curvas de diferentes concentragdes de proteina e coletadas em
diferentes distancias, foram unidas para se obter dados de boa qualidade estatistica em um
grande intervalo de “¢". As curvas das p(r) e 0s Ry da Hsp70-1A nas diferenies condigdes
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experimentais foram caiculados, a partir das curvas das Ifg) descritas acima, pele
transformada de Fourier indireta do programa GNOM (Semenyuk & Svergun, 1991). A figura
16 representa as curvas das /(g) de SAXS para a proteina Hsp70-1A, em diferentes
condigbes e com o ajuste realizado pelo programa GNOM para o calculo das curvas das p(r)
{Figura 17}.

A estimativa de MM para a Hsp70-1A a partir dos dados de SAXS, nas diferentes
condicbes experimentals, foi feita utilizando a proteina BSA como padrio de MM secundario.
Os dados obtidos sdo apresentados na tabela Il e sugerem gue as amostras sem aditivos e
com MgADP (77 kDa) estdo em boa concordancia com o esperado para a Hsp70-1A na
forma de mondémeros (72.215 g/mol). Isto forneceu indicios de que nao houve a formagéo de
agregados nas amostras utilizadas nas medidas. Entretanto, a Hsp70-1A na presenga de
MgATP apresentou uma MM de aproximadamente 100 kDa, indicando a possibilidade da
presenca de agregacdo nesta condigdo experimental, o que pode prejudicar a andlise destes
dados.

As curvas das p(r) obtidas para a Hsp70-1A nas diferentes condigbes (Figura 17),
sugerem que a presenca dos nucleotidecs adenosina (MgATP e MgADP)} provocou
pequenas mudangas conformacionais na proteina em relagdo a amostra sem aditivos.
Porém, em todas as condigdes, a proteina apresentou uma conformagao prolata alongada,
com um Dy, de aproximadamente 125-130 A (Tabela V). A andlise do Ry da Hsp70-1A,
obtidos a partir das curvas das p(r) na diferentes condicbes experimentais, também sugeriu
que os nucleotideos adenosina provocaram pequenas mudangas conformacionais na
particula espalhadora (Tabela 1V).

A figura 18 representa o gréfico de Kratky dos dados da Hsp70-1A nas condicdes
testadas. O perfil da curva da /(q) x ¢* versus g sugere que a proteina Hsp70-1A apresentou
grau de compactag&o similar, tanto na auséncia quanto na presenga de MgATP ou MgADP.
Ou seja, a Hsp70-1A ndo apresentou segmentos evidentes com alta flexibilidade. Os perfis
das curvas de Kratky mostram a presenca de um ombro nas 3 curvas, sugerindo que a
proteina apresenta uma certa assimetria estrutural e que a presenca de nucleotideos
adenosina induziram pequenas mudangas conformacionais na Hsp70-1A.
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Modelos ab initic para a proteina Hsp70-14

Os modelos ab initio obtidos para a Hsp70-1A, a partir dos dados de SAXS na
auséncia e na presenca dos nucleotideos adenosina, foram construidos pelo programa
GASBOR. Como entrada de dados ao programa, foi fornecido o numero de residuos de
aminoacidos da proteina (661) e o programa calculou a configuragao destes DR que melhor
ajustou os dados experimentais da curva da /{g). Como os dados experimentais de SAXS
nao s&o em alta resolugo (Tabela Ilf), os modelos finais construidos (Figura 19) s@o
representados pela meédia do preenchimento dos DR no espago pela superposigdo de 10
modelos ab initic gerados independentemente. O cdiculo da média da superposicdo foi
realizado pelo programa DAMAVER. Os modelos ab initio s&o apresentados na figura 19 e o
ajuste da curva da /{g) dos modelos nos dados experimentais, apreseniadas no painel
inferior da figura 19, mostra a qualidade dos dados, A andiise dos modelos ab initio
construidos sugere que a proteina Hsp70-1A possui a mesma forma geral (prolata alongada).
Todavia, 0 modelo ab initic obtido dos dados experimentais na presenga de MgATP, é mais
diferenciado dos outros dois (sem aditivos e na presenca de MgADP). A tabela il! apresenta
0s parametros matematicos e estruturais obtidos dos dados experimentais de SAXS e dos
modelos ab initio gerados pelo programa GASBOR.

Tabela lli: Parametros matematicos e estruturais obtidos pelos experimentos de SAXS
da proteina Hsp70-1A. Os dados de SAXS foram obtidos na auséncia e na presenca de
nucleotideos adenosina e séo comparados com aqueles gerados para os modelos ab initio.

Parametros Hsp70-1A
matematicos e Sem Aditivos MgADP MgATP
estruturais SAXS ab initio SAXS ab initio SAXS ab initio
NCS* - 10,01 - 9,935 - 10,32
Discrepancia x 0,187 0,468 0,122 0,427 0,099 0,413
Resolucéo (A) 25 25 25 25 25 25
MM (kDa) 76 £ 10 - 77 = 11 - 100 £ 15 -

* NCS = Dpax (Gmax - Qmin)/TT representa uma medida da quantidade de informacao contida na

curva de SAXS; "esta amostra provavelmente sofreu efeitos de agregacéo de proteina.
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Analise hidrodinamica dos modelos ab initio construidos para a proteina Hsp70-1A

As analises das propriedades hidrodindmicas dos modelos ab initic foram realizadas
com o auxilio do programa HydroPro (Garcia de la Torre ef al, 2000). Os parametros
hidrodinamicos para cada condi¢o foram obtidos para cada um dos 10 modelos ab initic
obtidos de maneira independente para as 3 diferentes condicBes experimentais, e s&o
representados pela média dos dados mais os desvics-padrioc da média. Para isto, foram
utilizados a MM correspondente ac monémero, ;7 e p em condigbes padrio (agua e 20 °C) e
Viar de 0,734 ml/mg que foi estimado a partir da seqiiéncia primaria da proteina Hsp70-1A
mais a cauda de poli-histidina. Estas propriedades foram estimadas pelo programa Sednterp.
A tabela IV apresenta os parametros hidrodinamicos obtidos experimentalmente e os
compara com 0s parameiros estimados pelo programa HydroPro, a partir dos modelos ab
initio gerados a partir dos dados de SAXS.

Tabela 1V: Conjunto de pardmetros hidrodinamicos determinados para a Hsp70-1A na
auséncia e na presenga de MgADP ou MgATP. Os dados experimentais (Exp.)
hidrodinamicos sao comparados com os dades obtidos para os modeios ab initio gerados a
partir dos dados de SAXS utilizande o programa HydroPro (em agua e 20 °C). s%q.,
(experimentos de velocidade de sedimentacdo), D%, (experimentos de EDL), MM
(calculada a partir dos dados de s%;,, e de D%, pela equagéo 10), Dmay & Ry (dados das
curvas da p(r) - Figura 17).

Hsp70-1A
Parametros _
o Sem Aditivos MgADP MgATP
hidrodinamicos

Exp. HydroPro Exp. HydroPro Exp. HydroPr:
sogg,w (S) 4,09+0,01 | 406002  42120,01 | 4,15+0,01 | 4,44 +0,03 | 3,98 = 0,
D%pw (107cm*s™) | 54+£0,1 | 520+003| 55+01 |530+004| 57+01 |509=0(

MM (kDa) 69 + 1 - 71 =1 - 72 + 1 -
Dimax (A) ~ 126 134 £ 1 ~125 133 + 1 ~ 130 139 + 1
Ry (A) 38,1+04 | 378+04 | 374104 | 372+03 | 39,105 | 3800,
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Superposigéo das estruturas em alta resolucéo das Hsp70 com 0s modelos ab initio

A figura 20 representa a superposigdo dos modelos ab initio construidos para a
Hsp70-1A, a partir dos dados de SAXS nas trés diferentes condigdes experimentais, com as
estruturas em alta resolugdo disponiveis no banco de dados PDB. A superposigio foi
realizada manuaimente com o auxilio do programa Weblab ViewerlLite e 580 apreseniadas
em duas posi¢cbes através da rotaclo de 90 graus no eixo axial. A andlise da figura mostra
que, de modo geral, os modelos ab initio construidos para a Hsp70-1A acomodaram bem os
modelos em alia resolugBo dos dominios de proteinas Hsp70. Porém, dependendo da
condigao experimenial, a posicao relativa destes dominios foi modificada para meihorar a
acomodagao no modelo ab initio. Isto sugere que os nucleotideos adenosina provocam
mudangas conformacionais gerais na Hsp70-1A sem resultar em mudancas no formato geral
da proteina.
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Mortalina i MIKGAVVGID LG T RS OV A VMEGROAKVLENAEGART T PSVVAFTADGERLVGMPRAEROAVTINPRNTFY A

bDnak 1 CIMGRIIGIDLOGTITRSCVAIMDE T PRVLENARGDRTTPSIIAY TODGETLVGRPARRCAY THPONTLYS
sR kR EAE dR o L F ok wExkhk gkih ok B kok _kd K, hkahk

HspT0-1A2 70 AKRLIGREFGDEVVOSDMEEY PRQVINDGDKPRVOVSYKGETRARY PEE ISSMVLTKMKE TAEAYLGY PV

Mortalina 71 IERLIGRRYDDPEVORRTIKNVPFRIVRASNG - - ~DAKWVEARGKLY SPSOIGAFVLMEMKE TAENYLGHTA

Dnak 69 IKRLIGRRFQDEEVQRDVSZMP?KIIAADNG*“*DAﬁVEVKGQKMAF?QISAEVLKKMKKTAEDYLGEPV
khkkkhE; ; Kk ww #%;  hkc.. - ., L * ok mE kwh; Ak Hhk

HepTO-1A 14G TN TV PR Y FNDSORQOATKDAGY LAGLNVLRI INEPTARATAY GLDRTCREERN VLI FDLGGGTFDVSET
Mortalina 138 AV TVEAY PN SORGATKDAGO I SCLNVLRY INE PTARALAYSLDE ~ ~ SEDKVIAVYDLGGETFDIST

Donak 136 TEAVIEVPAYFNDAQROATHDAGRIACLEVERI INEPTARALAYGLDRG ~ TGNRT:AV!DLGGGT?&IsI
LRI I AL EAET A FRE AT ARE Ao FE o F Rk AR AR R AEE  kk AR R TR E T2 L R
HepT70-12 210 LTIDBG-- -~ P VKA A G L GEE D P DN RLVNEFVE S P RREHKRD I SONERAYVRRLRTACFRAKRTLS
Mortalina 208 LEIQRG- - - -V REVKSTRGD TFLECEDFDOALLREIVEEFRRETEVDLTKDNMA LORVREAARKAKCELS
Dnakt 205 1B EVDGEK TR EVLATNGDTHLGGE DD SRLINYLVEEFKKDQG I DLAND PLAMORLEEAASKAKT RS
s oAy, EHE ok FRk Kk kRREF | ko ik ikEhs H*ons kickhr:e F o hrksw % ¥
Hep?0-1a 2786 SETOASLEIDSLF - mmwe— EGI P Y TSI TRARFEELCSDL PRI LE FVEEELRDARLDRAQI BDLVLVEGS
Mortalina 272 ESVOTDINLEY LMD S S G- PRHLNMKL TR ACGFEGIVTIDLIRRTIAPCOKAMODARVSKSDIGEVILVECM
pmak 275 SAQQTDVNLPYIT&& @-pxaMNIKVTRaxLESLVEDLVﬁRsxsFLKVALQDAGLSVSDxnbV:LVGGQ
ke o Frr:a - R LT FIS S L N E S L TS B T X 2

HapT70-1A 341 IR PRVORLLODFFNGRDLNKS I NPDEAVAY GAAVOAR T LMGDK S NVODLLLLDVAPLSLELE TAGGYM

Mortalina 341 IRMPRVOOTVODLFC - RAPSKAVNPDEAVAT GAR L QGCVLAG - - — - DVIDVLLLDVE PLALGIETLGGVE
Dnak 344 IRMEMYV O K AR FFG-KE P REDVN PR EAVAI CAAVOGGVLIG -~~~ DVEDVLLLD VT PLE LG IETMGEYVM
EENE L F o kEEREES RRUA & R % tk EakAERE kR kE kAW

EspT7Ll-1A 413 TALIKRRE T PTRQ PO IF Y SN PGV LIQVIECERAM TR D NN LLGRFELSSIPPAFRGYEQIEVTFDT
Mortalina 406 TELINRRITIPTRRSQVESTAADEQIQVE IR VCQGEREMAGDNELLEQF LI G PRAPRGVEQIEVTFDT

Dpak 408 T L AR T TI PTRESOVF S TARDNOS AV T THVLOGERERARDNK S LGQP LD GINPAPRGMEOIEVIFDY
L R A R R A T R S L T T ey

Hep70-1a 483 PANGILNVIATDRKS TGKANKITITNDEGRLSKEE IERMYVQRANKYKAEDEVQORERVSAKNALES YAFNMK
Mortalina 478 DANGIVHVEAKDKGTRREQQIVIQSSGE-LEKDD I ENMVENAER Y AEED RREXERVEAVNMAEG I THDTE

Dnak 478 DADGILEVSAKDENSGREQKITIRKARSG~ LNEDEIQKMVRDAEANAEADRKFEELVQTRNQGDHLLHESTR
Kk kv sdkok kR sy oy ok Ak ok siafg kk gk %, 2 R S

Hap70-14 551 BAVEDEGLRGRISEADKREVLDKCOREVISHLDANTLAEKDEFEHKRKELEQVCNPIISCLYQGAGGEGPG
Mortalina 545 TEMEEFKDG--LPARECNKLEER I SKMRELLARKDSETGCENI RGAAS SLOQASLKLFEMAYKEMASEREG

Dnak 548 ROVEEAGDK-~LPADDKTAINSALTALETALKGEDK - - -ARAI BAKMOELAQVSQRIMEIAQQQHAOGOTA
HEH : H A S H *  x H LR OE T, : . .

Hap70-1iA 621 GFGAQGPKGGEGSGPTIHEVD ~~- -~
Mortaiina 613 SESBGTGREQREDQRERERQ» wwm ww———
CnakK 613 GADASANNAKDDDVVDARFEEVEDRK

Figura 4: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da Hsp70-1A, da mortalina e da
DnaK. Apresentacao das seqiiéncias de aminoécidos das proteinas humanas Hsp70-1A
(codigo GenBank numero BC002453) e mortalina (cédigo GenBank namero BC000478 —
sem o peptideo sinal para endere¢amento da proteina para a mitocéndria) e da DnaK de E.
coli (cédigo GenBank numero P04475) alinhadas pelo programa CiustalW
(clustalw.genome.ad.jp/). A Hsp70-1A apresentou 65% e B0% de similaridade com a
mortalina ¢ com a Dnak, respectivamente. Estas (ltimas apresentaram similaridade de
75% entre si. A regiao sublinhada corresponde ao DLN, sendo o restante correspondente
ao DLS. A Hsp70-1A possui 2 residuos de triptofanc (W90 e W580 — vermelho) enquanto a
mortalina e DnaK possuem apenas um residuo (W105 e W102, respectivamente —
vermelho). Os aminoacidos que s&o importantes para classificagdo das Hsp70 em

subfamilias (Brehmer ef al., 2001) estdo apresentados em azul.
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Figura 5: Verificagdo da clonagem do cDNA da Hsp70-1A no vetor pET28a. Gel de
agarose 1% mostrando ¢ perfil eletroforético da digestao dos vetores pET28aHsp70-1A e
pET28a com as enzimas Nde | e BamH |. A digestao dupla do vetor pET28aHsp70-1A
levou a liberagédo de um fragmento de aproximadamente 1.900 pb, como determinado pela
comparagdo com 0 padrido de MM 1 Kb Plus DNA Ladder (GIBCO BRL). A digestéo
individual dos vetores com cada enzima evidenciou a diferenga do tamanho do vetor
pET28aMHsp70-1A em relacdo ao pET28a. A anédlise das seqiéncias das extremidades do
SMC do vetor pET28aHsp70-1A, com o auxilio dos oligonucleotideos T7 promoter, 77
terminafor @ por aqueles desenhados (descritos acima) para se anelarem na regido central
do cDNA da Hsp70-1A, confirmou a clonagem do ¢cDNA correto da proteina Hsp70-1A
{(cédigo GenBank ndmero BC002453) em fase de leitura com o cDNA da cauda de poli-
histidina do vetor pET28a.
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Figura 6: A Hsp70-1A foi altamente expressa e apresentou alto grau de pureza apés o
processo de purificacdo. Experimentocs de SDS-PAGE 12% mostraram o perfil de
expresséc da Hsp70-1A recombinante e o grau de pureza da proteina apds o processo de
purificagéo. Canaleia 1: marcadores de MM em kDa (& esquerda); canaleta 2: sedimento
bacteriano antes de induglo; canaleta 3: sedimenio bacteriano apds 5 horas de inducao
com 0,4 mmol/L de IPTG; canaleta 4: sobrenadante do lisado bacteriano: canaleta 5:
fracdo de 70 kDa correspondente a Hsp70-1A apés a purificagdo por cromatografia de
afinidade (veja item 4.1.4 de Resuitados para detalhes). A Hsp70-1A foi expressa em alta
quantidade, apresentando um rendimento de aproximadamente 30 mg/L de inducio

{dados n&o mostrados), e foi purificada a partir da fragio soltivel,
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Figura 7: Cromatografia de exclusido molecular analitica para a proteina Hsp70-1A. O
processo cromatografico fol realizado em uma coluna Superdex 200 HR 10/30 acoplada ao
sistema AKTA FPLC. Cromatografia realizada em tampao Tris-HCI 25 mmol/l. (pH 7,5),
contendo NaCl 150 mmol/L e DTT 1 mmol/L, e em fluxo constante de 0,5 mlL/min. a)
Amostras de Hsp70-1A provenientes da cromatografia de afinidade e apés didlise contra
tampéo Tris-HCI 25 mmol/L (pH 7,5), contendo NaCl 150 mmol/L e DTT 1 mmol/L. A
estimativa da MM foi feita pela comparagéo do tempo de retencéo de proteinas cujas MM
séo conhecidas (painel inferior). Também estdo representados o perfil cromatogréfico
referente a reaplicagdo das fragdes correspondentes & MM de 600 kDa, 200-150 kDa e 70
kDa. A fragdo de 600 kDa manteve o mesmo perfil de eluicdo, enquanto a fragdo de 200-
150 kDa apresentou um estado de equilibrio com a fracéo de 70 kDa. A fragéo de 70 kDa

quando reaplicada & CEM continuou apresentando um perfil de eluicdo de uma espécie
monomerica de mesma MM.
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Figura 8: Analise das fracdes da Hsp70-1A eluidas pela CEM preparativa por SDS-
PAGE. As fracles obtidas na CEM preparativa (perfil similar ao representade na figura 7)
foram aplicadas em concentragdes crescentes em uma SDS-PAGE 10%. Canaleta 1:
marcador de MM (BSA); canaleta 2-4: fraggo de 600 kDa com aproximadamente 0,5, 1,0 e
1,5 pg de proteina, respectivamente; canaletas 5-7: fragao 200-150 kDa com quantidades
aproximadas de 1,0, 2,0 e 3,0 ug de proteina, respectivamente; canaletas 8-12: fracéo de
70 kDa: aproximadamente 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 pg de proteina, respectivamente
(veja item 4.1.4 de Resultados). Hsp70-1A foi purificada com mais de 95% de pureza e nao

sofreu processo de degradacio.
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Figura 9: Experimentos de CD das fragbes da proteina Hsp70-1A purificadas pela CEM
preparativa. Os espectros de CD das fragdes de 600 kDa e 70 kDa da Hsp70-1A, obtidas
da CEM, foram coletadas entre 260-195 nm (tampao Tris-HCI 25 mmol/L, pH 7,5, contendo
NaCl 150 mmol/L e DTT 1 mmol/L). A fracdo de 200-150 kDa apresentou um espectro (ndo
mostrado) com o mesmo perfil daquele observado para a fragdo de 70 kDa da Hsp70-1A.
Os dados sugerem fragdo de 600 kDa da Hsp70-1A apresentou um conteudo de estrutura
secundaria diferente do que a fragdo de 70 kDa.
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Figura 10: Experimentos de CD da proteina Hsp70-1A na auséncia e na presenca dos
nucleotideos adenosina. Os espectros de CD da Hsp70-1A (20 umol/L) foram coletados
entre os comprimentos de onda de 260 a 190 nm, no tamp&o TKP a 20 °C e em célula de
quartzo de 0,1 mm. Os experimentos de CD da Hsp70-1A foram feitos na auséncia e
presenca de nucleotideos adenosina (AMP — verde, ADP — vermelho e ATP — azul), em
uma concentracao final de 100 umol/L na presenga de 0,5 mmol/L de MgCl.. A guantidade
de estrutura secundaria para a Hsp70-1A na auséncia de nucleotideos, estimada pelo
programa CDNN Deconvolution foi: 30% de a-hélices, 18% de folha B-pregueada, 17% de
alcas e 34% de estrutura randdmica (erro de 10 %). Nas amostras contendo MgATP ou
MgADP, a quantidade de estrutura estimada pelo programa foi aproximadamente 36% de
a-hélices, 15% de folha B-prequeada, 16% de alcas e 31% de estrutura randémica {erro <

10%).
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Figura 11: Ensaios de desnaturacio térmica de 20 a 80 °C da Hsp70-1A na auséncia e
na presenca de nucleotideos adenosina. A proteina Hsp70-1A (6 pmol/L), preparada no
tampao TKP, foi aquecida a 60 °C/hora, e sua desnaturagéo foi monitorada por CD no A de
222 nm. Os ensaios foram realizados na auséncia e na presenca de 200 umol/l. de
nucleotideos adenosina {(com e sem MgCly) e em cubeta de quartzo de 1 mm. Os dados
apresentados nas curvas acima representam a média de 3 curvas de desenovelamento. A
Hsp70-1A apresentou 3 Tms em aproximadamente 46, 68 e 82 °C. A desnaturagéo térmica
da Hsp70-1A nestas condigdes foi irreversivel mesmo se aquecida até 50 °C (dados ndo
mostrados), sendo que a proteina sofreu agregacdo seguida de precipitacdo quando
aquecida até 90 °C. A curvas de desnaturagdo da Hsp70-1A na presenca de AMP
apresentou 0 mesmo perfil da curva referente a proteina sem aditivos (ndo mostrado).
Porém, a presenca de ADP ou ATP provocou um aumento de aproximadamente 4 °C na
Tm: e Tms. A presenca de MgCl: ndo provocou mudancas no perfil da curva de
desenovelamento da Hsp70-1A (ndo mostrado). Mas na presenca de MgADP ou MgATP,
foram observados aumentos no Tm, de 9 e 7 °C, respectivamente, sem mudancas no Tms
em comparacao as amostras com apenas ADP ou ATP. Estes dados sdo apresentados na
tabela Ii.
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Figura 12: Experimentos de fluorescéncia da Hsp70-1A na ausénciza e na presenga de
nucleotideos adenosina. Os espectros de emissdo de fluorescéncia da Hsp70-1A (2
pumol/l. no tampédo TKP) foram coletados em uma célula de quartzo de 1 cm x 1 cm e
temperatura constante de 20 °C. Os experimentos foram realizados na auséncia e na
presenca de 1 mmol/L de MgAMP, MgADP e MgATP e em 6 mol/L. de Gnd-HCI. O A de
excitagdo utilizado foi de 295 nm para selecionar os residuos de triptofano e o A de
emissdo maximo de fluorescéncia em 335 nm (60% do total), com ¢ equipamento
configurado para a Hsp70-1A sem aditivos. O espectro de emissdo de fluorescéncia da
Hsp70-1A mostra um maximo de fluorescéncia em 336 nm e um “ombro” em 355 nm. A
presenca de Gnd-HCI deslocou o A maximo de emissédo de fluorescéncia da Hsp70-1A
para 356 nm. A presenca de MgAMP ou MgADP né&o provocou mudangas no espectro de
emisséo de fluorescéncia da Hsp70-1A. Mas, o MgATP reduziu a intensidade de emisséo
de fluorescéncia em aproximadamente 7% da darea da integral da curva. O <A> dos
espectros de emiss@o de fluorescéncia da Hsp70-1a na presenca e auséncia de
nucleotideos adenosina foi em 345 nm. N&o foram observadas mudancas no perfil dos
espectros de emissao de fluorescéncia devido & auséncia de MgCl.
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Figura 13: Determinacdo da K, da Hsp70-1A por seus ligantes: MgATP ou MgADP. Os
ensaios de ITC foram realizados para determinar as constantes termodinamicas da
interacéo entre a Hsp70-1A e seus ligantes: 0 MgATP e o MgADP. A amostra de Hsp70-1A
(13-15 umol/l. em tampéo TKP) foi acondicionada na célula de 1,4 mL do microcalorimetro
e aliquotas de 5 uL do titulante (MgATP ou MgADP preparadas no tampao TKP; entre 300-
350 umol/l) foram adicionados em intervalos de 6 minutos. O calor, em kecal/mol de
injetante, envolvido na interagéo entre a Hsp70-1A e o respectivo ligante, foi integrado em
funcdo do tempo e avaliado em fungéo da razdoc molar [nucleotideo adenosinal/[Hsp70-
1A]. A linha representa o melhor ajuste da curva de titulac&o, realizado por uma regressao
linear, considerando um sitio de ligagdo do nucleotideo ligante por molécula de Hsp70-1A.
Os dados obtidos para a K4 mostram que a Hsp70-1A, nas condigdes testadas, tem maior
afinidade por MgADP do que por MgATP.
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Figura 14: Experimentos de velocidade de sedimentagBo da proteina Hsp70-1A na

auséncia e na presenca de MgADP e MgATP. Us experimenios de velocidade de
sedimentagéo foram realizados a 20 °C e em velocidade constante de 25.000 rpm (rotor
AN-60Ti). A monitorago da absorbancia versus o raio foi feita em A de 230 e 236 nm, para
condigbes de baixa e aita concentragdo de proteina, respectivamente. a) conjunic de
dados com a Hsp70-1A a 0,6 mg/mL em tamp&oc TKP na auséncia e na presenca de
nucleotideos adenosina (MgATP e MgADP 200 pmol/L). A distribuigdo da integral de g(s*
foi tratada utilizando o programa Origin® (Microcal) como um sistema de 1 gaussiana
resultando no coeficiente de sedimentacao aparente (s¥. Todas as analises foram feitas
com o mesmo numero de curvas obtidas (30 curvas). b) Estimativa do s%q.,. Grafico dos
valores de sz versus a concentragdo de Hsp70-1A mostrando a extrapolagéo, por
regresséo linear (programa Origin®), da curva em 0 mg/mL de concentracio de proteina
(Laue, 2001). Os ultimos pontos das andlises da Hsp70-1A na presenga de MgADP foram
descartados, devido ao ruido provocado pela presenca da alta concentrag@o protéica e

também de nucleotideos que inviabilizaram as analises.
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Figura 15: Experimentos de sedimentacdo em equilibrio da proteina Hsp70-1A. Os
experimentos de sedimentagdo em equilibrio foram realizados em velocidades de 6.000,
8.000, e 10.000 rpm (rotor AN-60Ti) em temperatura constante de 20 °C. A coleta de dados
de absorbancia, em fungéo do raio, foi realizada a 238 nm e em 3 diferentes concentragbes
de proteina: 100, 250 e 500 ug/mL. A figura representa as curvas experimentais e a
interpretagdo da curva na concentracdo de 250 ug/mL de Hsp70-1A (veja item 4.1.9 de
Resultados). A distribuicdo randémica dos residuais (painel inferior) mostra a qualidade do
ajuste dos dados. Os dados sdo concordantes com o modelo da Hsp70-1A como um
mondmero com MM de 70 + 2 kDa.
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Figura 16: Curvas das /(g) medidas por SAXS para a proteina Hsp70-1A na auséncia e
na presenca de nucleotideos adenosina. Os dados de SAXS foram coletados na linha
SAS do LNLS em vérias concentragdes da proteina Hsp70-1A no tampao TKP (3,50, 6,70,
10,80 e 15,60 mg/mL) na presenca e na auséncia de MgATP ou MgADP 1 mmol/L. Apds o
tratamento dos dados e a normalizag&o pela concentragao, as curvas foram unidas para se
obter dados de qualidade estatistica em um grande intervalo de “g”. A linha continua
representa o ajuste realizado pelo programa GNOM e as curvas sdo apresentadas na
forma normalizada pela intensidade espalhada para facilitar a comparacdo entre as
mesmas. A presenca de MgATP ou MgADP provocaram pequenas mudangas no perfil da
curva de espalhamento que podem ser mais bem avaliadas pela analise das curvas das
p(r) resultante apresentadas adiante.
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Figura 17: Andlise das curvas das p{r) da Hsp70-1A na auséncia e na presenga de
nuclectideos adenosina. As curvas das p(r) apresentadas sao resultantes das curvas das
i{q) calculadas pela transformada de Fourier indireta executada peio programa GNOM. As
curvas das p(r) mostram que a Hsp70-1A possui um Dy, de aproximadamente 125-130 A.
O perfil das curvas indica que a proteina Hsp70-1A possui uma forma prolata alongada nas
diferentes condigbes experimentais. A presenga de MgATP ou MgADP ocasionou
pequenas mudangas conformacionais na Hsp70-1A avaliadas pelas modificacdes no petfil
das curvas das p(r).
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Figura 18: Grafico de Kratky obtidos das curvas das /fg) da Hsp70-1A medidas por
SAXS. O perfil do grafico de Kratky da Hsp70-1A, no tampao TKP e sem aditivos, sugere
que esta particula € relativamente compacta. A presenca de um ombro na curva que pode
indicar que a Hsp70-1A € uma proteina bi-lobular. Na presenga de MgATP ou MgADP, o
perfil do gréfico de Kratky foi similar ac da proteina sem aditivos, sugerindo que o grau de
compactagao da Hsp70-1A foi similar nas diferentes condigdes experimentais, ou seja,
sem apresentar segmentos com alta flexibilidade.
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Figura 19: Modelos ab initio gerados para a proteina Hsp70-1A a partir dos dados de
SAXS nas diferentes condicdes experimentais. Os modelos ab initio obtidos para a
Hsp70-1A foram construidos pelo programa GASBOR e representam a média da
superposicao de 10 calculos independentes utilizando o programa DAMAVER. Os modelos
foram construidos para as 3 condices experimentais dos dados de SAXS da Hsp70-1A no
tampdo TKP e sdo apresentados pelas cores: amarelo; sem aditivos; vermelho: na
presenca de MgADP; e azul: na presenca de MgATP. Os modelos sdo apresentados em
duas posigbes em uma rotagdo de 90 graus no eixo axial. No painel inferior de cada
modelo esta apresentado a curva da /(g) experimental e o ajuste com a curva da /(g) do
modelo ab initio apresentade acima. Os modelos sugerem que a Hsp70-1A possui um
formato similar nas 3 condi¢des, porém pequenas mudangas no preenchimento do espago
podem ser observadas, principalmente no modelo ab initio na presenga de MgATP em
relacao aos demais.
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Figura 20: Superposicido das estruturas em alta resofucio determinadas para os
dominios das Hsp70 com os modelos ab inftio gerados para a proteina Hsp70-1A. O
processc de superposicao foi feito de maneira manual com o auxilio do programa Weblab
Viewerlite (www.accelrys.com). O modeio em alta resclugio do dominio DLN {codigo PDB
numero 1HJO ~ representado na parte superior da superposicao) representa a estrutura de
uma proteina que apresenta 100% de identidade na seqliéncia de aminoacidos com a
Hsp70-1A (entre os aminoacidos 3 a 382 da Hsp70-1A). © modelo em alta resolugéo do
DLS foi proveniente da DnaK de E. colfi (cédigo PDB numero 1DKX — representado na
parte inferior da superposicéo). A superposicdo daqueles dominios no modelo ab initio da
Hsp70-1A sem aditivos foi razoavel (amarelo), como pode ser notado pela rotagio de 90
graus no eixo axial da superposicio. Para o modelo ab initio da Hsp70-1A com MgADP
(vermelho) a superposigao nao foi adequada, pois houve a “sobra” da estrutura em alta
resolug@o em relac@o ac envelope do modelo ab initio. A superposicédo do modeio ab initio
para as condigbes da Hsp70-1A na presenca de MgATP (azul) com os dominios em alta
resolugéo foi adequada, como pode ser notado pela rotagao de 90 graus da superposicéo.
Os modelos de superposicdo sugerem que ndo ocorreu uma grande mudanca
conformacional, porém sugerem que a ligacdo do nucleotideo induziu um rearranjo
conformacional sem modificar o formato geral da Hsp70-1A.
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4.1.2 Mortalina

A mortalina (miHsp75 ou Grp75) é uma proteina mitocondrial que pertence a
subfamilia DnakK e apresenta 85% e 75% de similaridade, na sequéncia de aminodcidos, com
a Hsp70-1A humana e a DnaK de E. coli, respectivamente (Figura 4). A mortalina apresenta
em sua estrutura primaria apenas um residuo de triptofano na mesma pesicdo na seqliéncia

de aminoécidos do que o residuo de triptofanc que a DnakK apresenta.

Pesquisa em banco de dados e obtengdo do cDNA plasmidial da mortalina

A sequéncia de cDNA da proteina mortalina (Homo sapiens, heat shock 70kD protein
9B (mortalin-2), — codigo GenBank numero BC000478 — gene HSPA9B) foi utilizada para
buscar e identificar seqgiéncias EST similares no banco de dados GenBank divisdo Human
EST. Foram ideniificados dois clones EST (BES01434 e BE791812, Tabela I} que
apresentavam similaridade com a mortalina e estavam disponiveis para a aquisic@o
comercial junto ao sistema IMAGE Consortium. O DNA piasmidial do clone EST numero
BE901434 foi submetido ao seqlienciamento das extremidades internas do SMC do vetor
pOTB7 e a analise destas seqliéncias indicou a presenca do cDNA da proteina mortalina
(codigo GenBank nimero BC000478).

Oligonucleotideos para a PCR da mortalina

Para o desenho dos oligonucleotideos foi considerado gue a seqiéncia de
aminoacidos da mortalina apresenta um peptideo sinal para a exportagéo da proteina para a
mitocOndria. Considerando que tal peptidec é clivado e ndo esta na estrutura nativa da
proteina, o oligonucleotideo para a regido 5' (5' TATGCATCACATATGATCAAGGGAGC 3)
para a PCR da mortalina foi desenhado de modo a eliminar o ¢cDNA que codifica os primeiros
46 residuos de aminoéacidos da proteina, a sequéncia do peptideo sinal, como predito pelo
programa MITOPROT |l 1.0a4. O alinhamento da mortalina com a Hsp70-1A e Dnak,
representado pela figura 4, também auxiliou na eliminag&o da seqléncia do peptideo sinal.
Para facilitar a clonagem do cDNA da mortalina no sistema pET, o cddon referente ao
aminocacido alanina 47 (A47) foi substituido pelo cddon da metionina (A47M), permitindo
utilizar a enzima de restricdo Nde | para a clonagem no vetor de expressdo pET28a. Para a
regido 3', o oligonucieotidec foi desenhado para substituir bases de modo a criar um sitio de
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restriclio para a enzima BamH | (5" ATTTCTGGGATCCTTACTGTTTITCS 3’} apds o cddon
de terminacao natural do cDNA da mortalina.

Clonagerm do ¢DNA da mortalina em pET28a

As celuias do clone EST numerc BE901434 (Tabela 1) foram crescidas, e apds
sedimentacao, foram utifizadas para exirair o DNA plasmidial (via QiAprep MiniPrep Kit —
Qiagen) gue foi utilizado como molde para a PCR com os oligonucieotideos descritos acima.
A PCH forneceu um produto de aproximadamente 1.900 pb, tamanho esperado para o cDNA
da mortalina. Este produto de PCR foi purificado do gel de agarose 1% e utilizado para a
clonagem em pGEMT com o auxilio do kit pGEMT easy® conforme o protocolo do
manufaturador. Uma colénia de bactérias foi selecionada, pois continha vetores pGEMT que
liberaram um fragmento de aproximadamente 1.900 pb pela digestdo com as enzimas Nde |
e BamH 1. Este fragmento foi utilizado para posterior subclonagem do ¢cDNA da mortalina no
vetor pET28a como descrito no item 3.9 de Materiais e métodos.

A figura 21 representa o perfil eletroforético de vetores pET28aMOT, obtidos de uma
coldnia de bactérias previamente selecionada, que liberaram um fragmento de
aproximadamente 1.900 pb a partir da incubagéo com as enzimas Nde | e BamH |. A andlise
das sequéncias obtidas pelo seqlenciamento das extremidades internas do SMC daquele
vetor pET28aMOT, com os oligonucleotideos 77 promoter e T7 terminator (GIBCO BRL),
confirmou a clonagem do ¢cDNA da proteina mortalina {codigo GenBank ntimero BCO00478)
no vetor pET28a, entre os sitios para Nde | e BamH 1. O seqiienciamento também confirmou
a auséncia do peptideo sinal descrito acima e a clonagem do cDNA da mortalina em fase de
leitura com a seqliéncia de DNA da cauda de poli-histidina na extremidade amino-terminal do
vetor pET28a. Assim, foi produzido o vetor pET28aMOT capaz de expressar a proteina
recombinante mortalina, em fusdo & cauda de poli-histidina na regio amino-terminal,
constituida de 650 residuos de aminodcidos e MM correspondente a 70.794 g/mol.

Expresséao e purificacdo da proteina mortalina

A figura 22 apresenta o cromatograma da purificacdo da mortalina por CEM, em uma
coluna Superdex 200 HR 10/30, apés a purificaggo inicial da proteina do sobrenadante do
lisado bacteriano em uma cromatografia de afinidade por niquel {n&o mostrado). A analise do
perfil cromatografico mostra que uma grande quantidade de proteina de (95%) foi eluida em
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uma fragdo que apresentou uma alta MM aparenie (aproximadamente 600 kDa), como
estimado pela analise do in da MM versus o tempo de retengéo de proteinas conhecidas. A
CEM também apresentou a eluicdo de pequenas guantidades de proteina cujo tempo de
retengac sugere possuirem MM de aproximadamente 100 kDa e 40 kDa. A figura 23 mostra
um experimenio de SDS-PAGE 10% referente as etapas de expressdo, purificacdo e
avaliagdo do grau de pureza da mortalina. A frac8o de alta MM aparente da mortalina obtida
da CEM apresentou alta pureza e aproximadamente 70 kDa de MM (> 95% de pureza) em
SDS-PAGE 10%.

Dicroismo circular para a proteina mortalina

A figura 24 representa o espectro de CD da mortalina obtido apds normalizagdo em
funcdo da concentracdo. O perfil do espectro sugere que a proteina obtida possui estrutura
secundaria do tipc a-hélice, Porém, a estimativa de guantidade de sstrutura secundéria da
morialina, executada pelo programa CDNN Deconvolution, sugere um baixc contetdo de
estrutura secundaria em o-hélice (8%) e alta quantidade de estrutura em folha B-pregueada
(40%).
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Figura 21: Clonagem do c¢cDNA da mortalina no vetor pET28a. Gel de agarose 1%
mostrando o perfil eletroforético da digestéo dos vetores pET28aMOT com as enzimas Nde
| e Bamt | Tambem esta mostrado a digestdo de vetores pET28a apenas com a enzima
BamH 1. A digestdo dupla do vetor pET28aMOT levou a liberagdo de um fragmento de
aproximadamente 1.900 pb, como determinado pela compara¢cdo com o padrédo de MM
Lambda Hind 1ll (GIBCO BRL). A digestéo individual dos vetores pelas enzimas isoiadas
evidenciou a diferenca do tamanho do vetor pET28aMOT em relacao ao pET28a. A andlise
das sequéncias do cDNA, obtidas pelo seqlenciamenio das exiremidades internas do
SMC do vetor pET28aMOT com ¢ auxilio dos oligonucleotideos T7 promoter e T7
terminator, confirmou a clonagem do cDNA da proteina mortalina (cédige GenBank nimero
BCO00478) sem o peptideo sinal e em fase de leitura com o cDNA da cauda de poli-
histidina do vetor pET28a.
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Figura 22: Cromatograma da CEM analitica para a proteina mortalina. A CEM foi
realizada em coluna Superdex 200 HR 10/30 acoplada ao AKTA FPLC. A amostra da
proteina mortalina foi proveniente da cromatografia de afinidade e apé6s didlise contra
tampao Tris-HCI 25 mmol/l. (pH 7.,5), contende NaCl 500 mmol/l. e B-mercaptoetano!l 1
mmol/L. A maior parte da proteina (aproximadamente 95%) foi eiuida em um tempo de
retencdo correspondente a uma particula de alta MM com aproximadamente 600 kDa (1).
Também houve eluicdo de pequenas quantidades de proteina cujos tempos de retengao
sugere proteinas de MM de aproximadamente 100 kDa (2) e 40 kDa (3), quando
comparados com 0 tempe de retengdc de uma mistura de proteinas de MM conhecidas

(ver figura 7).
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Figura 23: Etapas de expresséo e purificagcdo da mortalina analisada por SDS-PAGE.
Bactérias BL21(DES) contendo o plasmideo pET28aMOT foram induzidas a expressio
pelo IPTG 0,4 mmol/L como descritc no item 3.13 de Materiais e métodos. Apds indugéo
por 5 horas, as células foram sedimentadas e lisadas como descrito no item 3.14.1 de
Materiais & métodos. A purificaco foi realizada através de cromaiografia de afinidade por
niquel seguida por uma CEM como descrito no item 3.14 de Materiais e métodos. Fractes
de cada etapa do processo de expressio e purificacdo foram coletadas e aplicadas em
SDS-PAGE 10% juntamente com um padrdo de MM. 1: Protein Molecular Weight
Standarts, High Range (GIBCO BRL). 2: fracéo de bactérias BL21(DE3) em ODgoonm 0,6
sem a presenga de IPTG; 3: fracdo de bactérias BL21(DEQ) induzidas com IPTG 0,4
mmol/L por 5 horas; 4: fragdo do sobrenadante do lisado das bactérias; 5: fracdo de
aproximadamente 600 kDa eluida na cromatografia de exclus@c molecular. A proteina
mortalina foi expressa em quantidade, apresentando um rendimento de aproximadamente
20 mg/L de indugéo, e a fragdo de 600 kDa da CEM da mortalina apresentou grau de
pureza superior a 95%.
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Figura 24: Caracterizagiio da estrutura secundaria da mortalina por CD. A amostra da
fracdo de alta MM (aproximadamente 600 kDa) da mortalina (em tamp&o Tris-HC| 25
mmol/L, NaCl 500 mmol/L e B-mercaptoetanol 1 mmol/L — pH 7,5), obtida a partir da CEM,
foi submetida & analise por CD. A analise do perfil do espectro de CD sugere que a
proteina da fracdo de alta MM da mortalina é constituida de estrutura secundaria do tipo de
a-hélice. Entretanto, a quantidade de estrutura secundaria da mortalina foi estimada pelo
programa CDNN Deconvolution e indicou uma baixa quantidade de estrutura em a-hélices
{8%) e alta quantidade de folha B-pregueada (40%). Os dados sugerem que a proteina nao
possui a quantidade de estrutura secundéria esperada, principalmente quando comparada
a Hsp70-1A (veja item 5.2 da Discussao para detalhes).
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4.2 Hsp40 humana

Para os estudos das Hsp40 humanas, foram escolhidas duas proteinas desta familia
de chaperones. Uma pertencente & subfamilia A (DjA1 — gene DNAJA1), que apresenta as
principais regides conservadas das Hsp40 (dominio J, regido rica em glicinas e fenilalaninas,
dominio rico em cisteinas e o dominic DnaJ_C). A outra proteina escolhida pertence 3
subfamilia B (DjB4 — gene DNAJB4), que apresenta as regifes conservadas descritos acima,
exceto aquela rica em cisieinas. Para analisar as propriedades oligoméricas da DA, foi
produzido um mutante de delegdo (DjA11.a32) da regido carboxi-terminal eliminando o sitic de
dimerizag&o daquelas proteinas. Abaixo sdo apresentados os resultados de obtencao do
cDNA e a clonagem destes em vetores de expressdo, os demais resuliados sdo
apresentados no Anexo Il (Borges, J.C., Fischer, H., Craievich, A.F. & Ramos, C.H.l. Low-
resolution structural study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1 from subfamily
A and EDjB-& from subfamily B, have different quaternary structures. J. Biol Chem.,

submetido).

4.2.1 Hsp40 DjA1

Pesquisa em banco de dados e obtengéo do cDNA plasmidial da Hsp40 DjA1

Utilizando a seqléncia de cDNA da proteina Hsp40 DjA1 (Homo sapiens DnadJ
(Hsp40) homolog, subfamily A, member 1 (DNAJAT), mRNA - codigo GenBank numero
NM_001539 - gene DNAJAT), foram identificados seqiiéncias ESTs no bando de dados do
GenBank e dois clones foram adquiridos do sistema IMAGE Consortium. Estes clones estéo
descritos na tabela | (AW247277 e Al209061).

Oligonucleotideos para a PCR da Hsp40 DjA1

O oligonucleotideo 5’ desenhado para a PCR da DjA1 substituiu bases na regigo 5 do
cDNA molde (5 CCGGCAGGCTAGCATGGTGAAAGAAACAAC 3') para a criagdo de um
sitio de restricdo para as enzimas Nhe |. Na extremidade 3', o oligonucleotideo foi desenhado
para substituir algumas bases e criar um sitio de restricdo para a enzima Xho | apds 3 bases
do codon de terminagéo (5 TGAGTGTTATTCTCGAGTCATTAAGAGGTCTG 3. Outros 2
oligonucleotideos foram desenhados para se anelarem na regido interna do cDNA com o
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objetive de obier a seqliéncia interna do cDNA da DjA1 e verificar a veracidade da seqiiéncia
de riucleotideos 5 CTAAAGACCGGTGTAAAAGCTGCAACG 3 e 5
GCTTTTACACCGGTCTTTAGGACTGATCC 37).

Cilonagem do cDNA da Hsp40 DjAT

As celulas do clone EST numero AW247277 foram crescidas e sedimentadas para a
extracdo do DNA plasmidial com o auxilio do kit QlAprep MiniPrep Kif {Qiagen). Este DNA
plasmidial foi usado como molde para a PCR com os oligonuciectideos descritos acima e foi
obtido um produto de PCR de aproximadamente 1.200 pb, como analisado por gel de
agarose 1% {(dados nao mostrados). Este produio de PCR foi purificade pelo kit QiaEx ff
(Qiagen) e utilizado para a clonagem no vetor pUC18 como descrito no item 3.9 de Materiais
e métodos. Foi selecionada uma colfnia contendo vetores pUC18, cuja analise por restricio
com as enzimas Nhe | e Xho |, liberou um fragmenio de aproximadamente 1.200 pb. Este
fragmento foi utilizado para a subcionagem do cDNA da DjA1 no vetor pET28a como descrito
nos item 3.9 de Materiais e métodos.

A figura 25 representa o perfil eletroforético da digestac de vetores pET28aDjA1,
obtidos a partir de uma colbnia previamente selecionada, que liberaram um fragmento de
aproximadamente 1.200 pb, apds incubac¢do com as enzimas Nhe | e Xho I. A analise das
seqgliéncias obtidas pelo seqlenciamento das extremidades internas do SMC daquele vetor,
com o auxilio dos oligonucleotideos 77 promoter e T7 terminator e com os oligonucleotideos
desenhados para o anelamento na regiao interna do cDNA da DjA1, confirmou a presenga do
cDNA completo para a DjA1 (cédigo GenBank numero NM_001539) clonado em fusdo com a
sequéncia de cDNA da cauda de poli-histidina. Houve apenas uma mutagao sitio especifico
que provocou a insercac de um codon de terminac@o na regiac 3 do ¢DNA e reduziu ©
tamanho da proteina a ser expressa em 3 residuos de aminoacidos. A andlise da posicéo da
mutacdo sugere que esta foi inserida no processo de PCR por um possivel erro na sintese
do oligonucleotideo 3'. Devido a regiao da mutagdo se localizar na regido carboxi-terminali
com a eliminagdo de apenas 3 residuos de aminodcidos, este vetor foi mesmo assim
utilizado para a expressao da proteina DjA1. Deste modo, foi obtido ¢ vetor pET28aDjAt
capaz de expressar a proteina recombinante DjA1, em fusdc & cauda de poli-histidina na
porcao amino-terminal, constituida de 417 residuos de aminoéacidos e MM correspondente a
47.000 g/mol.
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Quiros ensajos realizados para a proteina Hsp40 DiA1

A DjA1 foi expressa em alta quantidade apresentando um rendimentc de
aproximadamente 30 mg/L de indug@o e os resultados de purificagdo, de CD, de UAL, de
SAXS e dos ensaios de atividade chaperone da proteina Hsp40 DjA1 estdo mosirados no
manuscrito apresentado no Anexo il (Borges, J.C., Fischer, H., Craisvich, A.F. & Ramos,
C.H.I. Low-resolution structural study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1 from
subfamily A and DjB4 from subfamily B, have different quaternary structures. J. Biol. Chem.,
submetido) e as informagbes adicionais para os experimentos estdo contidas nas legendas

das figuras.
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Figura 25: Verificacdo da clonagem do ¢cDNA da Hspd0 DjA1 no vetor pET28a. Gel de
agarose 1% mostrando ¢ perfil eletroforético da digestdo de vetores pET28aDjA1 com as
enzimas Nhe | e Xho I. Na digestdo dupla com as enzimas, ¢ perfil de bandas evidencia a
liberagdo de um fragmento de aproximadamente 1.200 pb, como determinado pela
comparagdo com o padréoc de MM 1 Kb plus DNA ladder (GIBCQO BRL). A digestao
individual dos vetores pelas enzimas evidenciou a diferenga no tamanho do vetor
pET28aDjA1 em relagdo ao pET28a. A andlise das seqliéncias do cDNA, obtidas pelo
sequenciamento das extremidades internas do SMC do vetor pET28aDjA1, utilizando os
oligonucleotideos 77 promaoter, T7 terminator e aqueles desenhados para se anelarem no
interior do ¢cDNA da DjA1 (descritos acima}, confirmou a clonagem do cDNA da proteina
Hsp40 DjA1 (codigo GenBank nimero NM_001538) em fase de leitura com o cDNA da
cauda de poli-histidina do vetor pET28a.
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4.2.2 Delecdo carboxi-terminal da proteina Hspd0 DjAT — DjA11.332

O DNA plasmidial utilizado para a produgéo da delegao da regifio carboxi-terminal da
DjA1 foi o vetor pET28aDjA1 descrito no item 4.2.1 de Resultados. Abaixo s&o apresentados
os resultados da construgée do mutante e clonagem do cDNA da DjAT1.as.

Oligonucleotideocs para a PCR da Hsp40 DiAT .23,

Para criar o mutante de dele¢dc da regido carboxi-terminal da DjA1 e estudar as
propriedades da forma monomérica da proteina DjA1, foi desenhado um oligonucleotideo 3
(5" GAGAATGGCTAACTCGAGCCTGATAA 3) para se anelar na regio da F333 na regido
carboxi-terminal da DjA1. Este oligonucleotideo foi desenhado de forma a substituir o cédon
F333 e criar um codon de terminago no cédon e também criar um sitio de restricdo para a
enzima Xho | apos o cédon F333. Tal delecio foi desenhada para manter a seqiiéncia total
do dominio DnaJ_C da DjA1. O outro oligonucleotideo utilizado para a PCR para a producéo
da DjA11.a3z foi o oligonucleotideo 77 promoter que se anela na regi&o anterior ao sitio da
enzima Nhe | do vetor pET28aDjA1 (descrito no item 4.2.1 de Resuliados).

Clonagem do ¢cDNA da proteina Hsp40 DjA1 ;.23

O vetor pET28aDjA1 foi utilizado como molde para a PCR para a produgio do cDNA
da delecao da regido carboxi-terminal da DjA1. Através da utilizagéo dos oligonucleotideos
descritos acima, foi obtido um produto de PCR de aproximadamente 1.000 pb que foi
purificado do gel de agarose 1% e submetido a digestdo com as enzimas Nhe | e Xho |. Este
fragmento foi submetido a reag&o de ligacdo ao vetor pET28a previamente preparado com as
mesmas enzimas descritas acima, como descrito no item 3.9 de Materiais e métodos.

A figura 26 representa o perfil eletroforético da digestdo enzimética de vetores
pET28abDjA1 e pET28aDjAl:.332, sendo que este Ultimo foi obtido de uma coldnia de
bactérias previamente selecionada do procedimento de clonagem. A digestdo do vetor
pET28aDjA11.532, com as enzimas Nhe | e Xho |, ocasionou a liberagao de um fragmento de
aproximadamente 1.000 pb. Este fragmento foi aproximadamente 200 pb menor do que
aquele liberade pela digestdc do vetor pET28aDjA1 com as mesmas enzimas, O
seqglienciamento do DNA das exiremidades internas do SMC do vetor pET28a, com 0s
ofigonuclectideos 77 promoter e T7 terminator, confirmou a presenca do ¢DNA da DjA1

clonado em fase de leitura com o ¢cDNA da cauda de poli-histidina do pET28a, porém sem a
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seqléncia do cDNA correspondente acs dltimos 65 residuos de aminoacidos da regido
carboxi-terminai da DjA1. Deste modo foi obtidc o vetor pET28aDjA11.a32 capaz de expressar
a proteina recombinante DjA1433, em fusdo & cauda de poli-histidina na regido amino-
terminal, composta por 354 residuos de aminoacidos e MM igual a 39.552 g/mol.

Qutros ensaios realizados para a profeina Hsp40 DjA11.332

A DjAl433: foi expressa em alta quantidade apresentando um rendimento de
aproximadamente 20 mg/L. de indugdo e os resultados de purificacdo, de CD, de UAL, de
SAXS e dos ensaios de atividade chaperone da proteina Hsp40 DjA1..332 estdo mostrados no
manuscrito apresentado no Anexo Il (Borges, J.C., Fischer, H., Craievich, A.F. & Ramos,
C.H.I. Low-resolution structural study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1 from
subfamily A and DjB4 from subfamily B, have different quaternary structures. J. Biol Chem.,
submetide) e as informagdes adicionais para os experimentos estdo contidas nas legendas
das figuras.
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Figura 26: Verificacdo da clonagem do cDNA da delecado carboxi-terminal da Hsp40
DjA1 no vetor pET28a. Gel de agarose 1% mostrando o perfil eletroforético da digestéio
dos vetores pET28aDjA11.33; e pET28aDjA1 com as enzimas Nhe | e Xho |. A digestao
dupla dos vetores pET28aDjA1133, e pET28aDjA1 com as enzimas descritas levaram a
liberagdo de fragmentos de aproximadamente 1.000 pb e 1.200 pb, respectivamente,
determinados pela comparagéo com o padrao de MM DNA fadder (GIBCO BRL). A delecéo
da regido carboxi-terminal da proteina Hsp40 DjA1 foi feita pela eliminagdo de uma
seqUéncia de 200 pb da regido 3’ do cDNA da DiA1. O vetor pET28aDjA1.35 foi
submetido ao sequenciamento das extremidades internas do SMC, com o auxilic dos
oligonucleotideos 77 promoter e T7 terminator, e a andlise das seqliéncias obtidas
confirmou a eliminag&o dos ltimos 200 pb do cDNA da DjA1 em fase de leitura com o
cDNA da cauda de poli-histidina do plasmideo pET28a.
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4.2.3 Hsp40 DiB4

Pesquisa em banco de dados e obtencéo do cDNA plasmidial da Hsp40 DjB4

A partir da seqguéncia de cDNA da proteina DiB4 (Homo sapiens DnaJ (Hsp40)
homolog, subfamily B, member 4 (DNAJB4), mRNA — cédigo GenBank numero NM_007034
- gene DNAJB4)}, foram identificados dois clones ESTs no banco de dados GenBank que
foram adquiridos do sistema JMAGE Consortium (Tabela | — AA0B81471 e AA464833).

Oligonucieotideos para a PCR da Hsp40 DjB4

A partir da sequéncia de nucleotideos da proteina DjB4 (cédige GenBank numero
NM_007034), foram desenhados dois oligonucleotideos para a regio 5 ¢ 3’ do cDNA da
DjB4. O oligonucleoctideo 5 foi desenhado para substituir algumas bases e assim criar um
sitic de restriclo para a enzima Nde | (5’ TCAAGGCATTCCATATGGGGAAAGACTATTA 3))
em fase de leitura com o cédon de iniciagdo ATG (metionina) do vetor pET28a. Para a regido
3, o oligonucleotideo desenhado substituiu algumas bases para a criacdo de um sitio de
restricdo para a enzima BamH | apés 5 bases do codon de terminacdo natural do cDNA da
DjB4 (5 CAAAGTGGATCCTACTATGAGG 3').

Clonagem do cDNA da proteina Hsp40 DiB4

As células do clene EST numero AA0B1471 (Tabela 1) foram crescidas em meio
liquido e sedimentadas para a exiragdo do DNA plasmidial pelo kit QlAprep MiniPrep Kit
(Qiagen). Este DNA plasmidial foi utilizado como molde para a PCR com os
oligonucleotideos descritos acima. O produto da PCR obtido apresentou aproximadamente
1.000 pb, mesmo tamanho que o cDNA completo para a proteina DjB4, e foi clonado em
pUC18 como descrito no item 3.9 de Materiais e métodos. Uma colbnia contendo vetores
pUC18a, previamente selecionada, liberou um fragmento de 1.000 pb pela digestdo com as
enzimas de restricao Nde | e BamH |. O seqlienciamento das extremidades internas do SMC
daquele vetor confirmou a clonagem do cDNA da DjB4. O fragmento liberado pelas enzimas
Nde | e BamH | foi utilizado para a subclonagem em pET28a, como descrito no item 3.9 de
Materiais e métodos.
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A figura 27 representa o perfil elefroforético da digestdo de vetores pET28abiB4,
obtidos de uma coldnia de bactérias selecionada do procedimento de clonagem, que liberou
um fragmento de aproximadamente 1.000 pb pela digestdo com as enzimas Nde | e BamH |.
O vetor pET28aDjB4 foi submetido ao seglienciamento das extremidades internas do SMC
do pET28a, com os oligonuclectideos 77 promoter e T7 terminator, e a anélise das
sequéncias oblidas confirmou a presenca da seqléncia completa do cDNA da DjB4 (codigo
GenBank numero NM_007034) clonado em fase de leitura com o cDNA da cauda de poli-
histidina do pET28a. Deste modo, foi construido o vetor pET28aDjB4 para a expressao da
proteina recombinante DiB4, em fus@o & cauda de poli-histidina na extremidade amino-
terminal, composta por 357 residuos de aminodcidos e MM igual a 39.970 g/mol.

Quiros ensaios realizados para a proteina Hsp40 DjB4

A DjB4 foi expressa em alla quantidade apresentando um rendimento de
aproximadamente 30 mg/L de induglo e os resultados de purificagéo, de CD, de UAL, de
SAXS e dos ensaios de atividade chaperone da proteina Hsp4C DjB4 estdo mostrados no
manuscrito apresentado no Anexo il (Borges, J.C., Fischer, H., Craievich, A.F. & Ramos,
C.H.l. Low-resoiution structural study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1 from
subfamily A and DjB4 from subfamily B, have different quaternary structures. J. Biol. Chem.,
submetido) e as informacgdes adicionais para os experimentos estdo contidas nas legendas

das figuras.
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Figura 27: Verificagédo da clonagem do cDNA da proteina Hsp40 DjB4 no vetor pET28a.
Gel de agarose 1% mostrando o perfil eletroforético da digestdo dos vetores pET28aDjB4 e
pET28a com as enzimas Nde | e BamH 1. A digestao dupla do vetor pET28aDjB4 levou a
liberacdo de um fragmento de aproximadamente 1.000 pb, como determinado pela
comparagdo com o padrao de MM 1 Kb Plus DNA Ladder (GIBCO BRL). A digestao
individual dos vetores com cada enzima evidenciou a diferenca de tamanho do vetor
pET28aDjB4 linear em relagdo ao pET28a linear. A andlise das seqiiéncias do cDNA,
obtidas pelo seqUenciamento das extremidades internas do SMC do vetor pET28aDjB4,
utilizando os oligonuclectideos T7 promoter ¢ T7 terminator, confirmou a clonagem correta
do cDNA da proteina Hsp40 DjB4 (cédigo GenBank nimero NM_007034) em fase de
leitura com o cDNA da cauda de poli-histidina no vetor pET28a.
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4.3 GrpE

A busca por segliéncias de aminoécidos homdiogas as proteinas GrpE resultaram na
identificacdo de duas proteinas humanas preditas, por suas anotagdes, para serem
precursores de proteinas mitocondriais. A seqgliéncia de aminodcidos da EcGrpE foi utilizada
para realizar a busca contra o banco de dados do GenBank, através da ferramenta BLASTp.
As proteinas humanas identificadas foram: GrpE protein homolog 1, mitochondrial precursor
(Mt-GrpE#1) (HMGE) (cédigo GenBank numero Q9HAV7) e GrpE protein homolog 2,
mitochondrial precursor (Mi-GrpE#2) (codigo GenBank nimero Q8TAAS). Com a publicagio
do genoma humano em margo de 2001, foi possivel confirmar a presenca de seqiiéncias de
DNA gendmico que codificam as duas GrpEs humanas. Com o auxilio do programa
tBLASTn, foram localizadas seqliéncias de nucleotideos que codificam as GrpE humanas em
5 cromossomos diferentes (4,5, 7, 13 e X).

O gene da GrpE#1 humana (GrpE-like 1, mitochondrial (E. coli) [Homo sapiens] —
codige GenBank numero GRPEL1) é codificado pelo cromossomo 4 e possui 4 exons e 3
introns. Também foram encontrados seqiéncias similares a GrpE#1 no cromossomo 7 {(em 3
diferentes regiGes deste cromossomo de acordo com o seguinte padrdo —«— considerando
a seqiéncia de nucleotideos convencionada para o cromossomo 7) provavelmente oriundas
de duplicagbes efou inversdes. Uma destas seqiiéncias poderia codificar uma terceira
proteina similar a GrpE#1, porém esta seria formada pelos 80 primeiros residuos de
aminoécidos, correspondentes as longas hélices, e ndo apresentaria nem a segunda hélice
do feixe de a-hélices e nem o dominio de interagdo com as Hsp70.

O gene da GrpE#2 humana (GrpE-like 2, mitochondrial (E. coli) [Homo sapiens] —
codigo GenBank numero GRPEL2) esta codificado no cromossomo 5 (4 exons e 3 introns) e
também apresenta seqiéncias com alta identidade (91%) nos cromossomos 7, 13 e X.
Porem, estas seqliéncias apresentam varios cédons de terminacdo na mesma fase de leitura
que codifica corretamente a proteina e séo idénticas entre si, na comparagao na seqiiéncia
de aminoécidos, sendo assim consideradas pseudogenes.

As analises da estrutura primaria as duas GrpEs humanas indicaram a presenca de
peptideos sinais para a exportagéo das proteinas para a mitocondria. Estes peptideos sinais
que provavelmente sao clivados por uma protease no interior da mitocdndria € ndo devem
estar presentes nas proteinas ativas (Matouschek, 2003). Assim, as GrpEs humanas foram
clonadas sem o peptideo sinal & os resultados obtidos sdo apresentados abaixo.
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4.3.1 GrpE#1
Pesquisa em banco de dados e obtengdo do cDNA plasmidial da GrpE#1

A seqléncia de nucleotideos do cDNA da GrpE#1 humana (Homo sapiens GrpE-like
1, mitochondrial (E. colijy (GRPEL1), mRNA - cédigo GenBank numero NM_025196) foi
utilizada para buscar e identificar clones ESTs no banco de dados GenBank, oriundos do
sistema IMAGE Consortium. Dois clones EST contendo o ¢DNA completo da proteina
GrpE#1 foram identificados e adquiridos (Tabela | - BEG14754 ¢ BEG15384).

Oligonucleotideos para a PCR da GrpE#1

Para ¢ desenho do oligonucleotideo 5" para a PCR da GrpE#1, sem o peptideo sinal
de exportacdo da proteina para a mitochndria, foi considerade que a ssqiéncia
correspondente acs primeiros 26 residuos da segiliéncia de aminoacidos da proteina GrpE#1
humana (cédigo GenBank nimero Q9HAV7) slo referentes ao peptideo sinal para a
exportagdo da proteina para a mitocdndria. Esta determinacao foi feita levando-se em
consideracdo o trabalho de Naylor ef al. (1998) com a respectiva GrpE#1 de rato e com o
auxilio do programa MITOPROT 1l 1.0a4. Para facilitar a clonagem do cDNA no sistema pET,
foram  substituidas algumas bases, no oligonucleotideo 5  desenhado (5
TCTCCCGGCATATGTGCACAG 3), na posigao do codon referente ao aminoacido leucina
27 (A27), criando o codon da metionina (A27M) e assim utilizar a enzima de restricdo Nde |
para a clonagem no vetor de expressdo pET23a. Para a regido 3, foi utilizado o
oligonucleotideo comercial SP6, pois este se anelaria na regido seguinte ao codon de
terminagac do cDNA da GrpE#1 presentie no cDNA plasmidial do clone EST numero
BE614754. Entre o codon de terminagao natural da GrpE#1 humana e o sitio de anelamento
do oligonuclecotideo SP6 ac cDNA plasmidiali pOTB7 (vetor do clone EST numero BE614754)
existia um sitio de restricBo para a enzima Xho |. Esta enzima, juntamente com a enzima de
restricAo Nde |, foram utilizadas para a clonagem do cDNA da GrpE#1 amplificado pela PCR
no vetor de expressdo pET23a.

Clonagem do cDNA da proteina GrpE#1

As células do clone EST numerc BE614754 foram crescidas e o DNA plasmidial foi
purificado do sedimento celular obtido pelo kit QlAprep MiniPrep Kit (Qiagen). Este DNA
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piasmidial foi utilizado como molde para a PCR com o oligonuclectidec 5 da GrpE#1
(descrito acima) e o oligenucleotidec SP6. A PCR forneceu um produto de aproximadamente
600 pb correspondente ao esperado para o cDNA para a proteina GrpE#1, sem o peptideo
sinal, e com uma pequena seqléncia na regido 3’ do inserto correspondenie ao vetor
pQTB7. Este produto de FCR foi utilizado para a clonagem no vetor pGEMT com o auxilio do
kit de clonagem pGEMT easy®, conforme o protocolo do manufaturador. Foi selecionada uma
coldnia contendo vetores pGEM que liberaram um inserto de aproximadamente 600 pb apés
a digesiao deste com as enzimas Nde | e Xho | (dados nic mostrados). Este fragmento foi
submetido & reaca@o de ligagao ao vetor pET23a previamente preparado com as mesmas
enzimas, como descrito no item 3.9 de Materiais e métodos.

A figura 28 representa o perfil eletroforético da digestao de vetores pET283aGrpE#1,
obtidos de uma colbnia de bactérias previamente selecionada, com as enzimas Nde | e Xho
I. A digestao levou a liberag@o de um fragmenio de DNA de aproximadamente 600 pb. C
seqlenciamento das exitremidades internas do SMC do vetor pET23a, uiilizando os
oligonuclectideos 77 promoter e T7 terminator {(GIBCO BRL), confirmou a clonagem do
cDNA completo da proteina GrpE#1 (cddigo GenBank nimero NM_025196), sem o peptideo
sinal e apresentando a mutagéo A27M, no vetor de expressdo pET23a. Deste modo, foi
construido o vetor pET23aGrpE#1 capaz de produzir a proteina recombinante GrpE#1
constituida por 191 residuos de aminoécidos e MM igual a 21.467 g/mol.

Qutros ensaios realizados para a proteina GrpE#1

A GrpE#1 foi expressa em alta quantidade apresentando um rendimento de
aproximadamente 30 mg/L de indug&o e os resultados dos ensaios de purificagéo, de CD, de
estabilidade térmica e quimica, de calorimetria, de UAL, de SAXS e de modelagem por
homologia da proteina GrpE#1 estéo descritos no artigo apresentado no Anexo IV (Borges,
J.C., Fischer, H., Craievich, AF., Hansen, L.D. & Ramos, C.H.l. (2003) Free human
mitochondrial GrpE is a symmetric dimer in solution. J. Biol. Chem., 278, 35337-35344.) e as
informacbes adicionais para os experimentos estdo contidas nas legendas das figuras.
Alguns resultados de CD, de estabilidade térmica e quimica da GrpE#1, em alta forca idnica,
serao apresentados e discutidos em conjunto com aqueles obtidos para a GrpE#2.
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Figura 28: Clonagem do cDNA da proteina GrpE#1 no vetor pET23a. Gel de agarose 1%
mostrando o perfil eletroforético de digestao do vetor pET23aGrpE#1 com as enzimas Nde
I e Xho |. A digestéao dupla do vetor pET23aGrpE#1 levou a liberag@o de um fragmento de
aproximadamente 600 pb, como determinado pela comparacao com o padrao de MM 7 Kb
plus DNA ladder (GIBCO BRL). A digestdo individual dos vetores por cada enzima
evidenciou a diferenca de tamanho do vetor pET23aGrpE#1 em relagdo ao pET23a. O
vetor pET23aGrpE#1 foi submetido ao seqglienciamento de suas extremidades internas do
SMC, com o auxilio dos oligonucleotideos T7 promoter e T7 terminator. A andlise das
seqléncias obtidas confirmou a clonagem do cDNA compieto da proteina GrpE#1 humana
(codigo GenBank numero NM_025196) sem o peptideo sinal para exportacdo para a

mitocondria no vetor pET23a.
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4.3.2 GrpE#2

De forma similar aquela realizada para o cDNA da GrpE#1, o ¢cDNA da proteina
GrpE#2 tambem foi clonado sem a seqliéncia que codifica o peptideo sinal para a
exportacio da proteina para a mitocdndria e sem a cauda de poli-histidina para auxiliar a
purificaggo. A proteina GrpE#2 apresentou baixa solubilidade e baixa estabilidade em
solugbes de baixa forca ionica, fatos que provavelmente inviabilizaram sua purificagdo por
técnicas cromatograficas de troca idnica {dados n&o mostrados). Deste modo, o cDNA da
GrpE#2 foi clonado em fusao a seqliéncia de nuclectideos que codificam a cauda de poli-
histidina do vetor pkT28a e a proteina foi expressa com sucesso em baixas temperaturas. O
processo de purificagao foi feito por cromatografia de afinidade em alta forca idnica e resultou
na proteina estavel e pura (Figura 30). Abaixo sao apresentados os resultados referentes a
caracterizag@o bioflsica e estrutural da GrpE#2. Também sdo apresentados alguns ensaios
comparativos da proteina GrpE#2 em relacéic & GrpE#1 em alta forga ibnica.

Pesquisa em banco de dados e obtencac do cDNA plasmidial da GrpE#2

O cDNA da GrpE#2 humana foi identificado no banco de dados GenBank {Homo
sapiens GrpE-like 2, mitochondrial (E. coli) (GRPEL2), mRNA — c6digo GenBank nimero
NM_152407) e utilizado para a busca de clones EST similares disponiveis para serem
adquiridos comercialmente pelo sistema IMAGE Consortium. Foi obtido um clone EST
{(cddigo GenBank numero Al431866 — Tabela 1) e o seglienciamento do DNA das
extremidades internas do SMC (vetor pT7T3D-Pac), com os oligonucleotideos M13 Foward e
M13 Reverse, mostrou a presenga do cDNA completo da GrpE#2 humana (codigo GenBank
numero NM_152407).

Oligonucleotideos para a PCR da GrpE#2

De maneira similar ac procedimento desenvolvido para a GrpE#1, o oligonucleotideo
5 para a PCR da GrpE#2 foi desenhado de modo a excluir a seqiéncia de cDNA
correspondente ac peptideo sinal para a exportagido da proteina para a mitocdndria. Para
isto, foi considerado o trabalho de Naylor ef al (1998) com a respectiva GrpE#2 de
camundongo, e a predicdo do peptideo sinal realizada com o auxilio do programa
MITOPROT H 1.0a4. Os primeiros 31 residuos de aminodcidos da seqgiéncia da GrpE#2

(cédigo GenBank numerc Q8TAAS) foram considerados como sendo a segiéncia do
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peptideo sinal de exportagaoc da proteina para a mitocdndria. Para facilitar a clonagem do
cDNA no sistema pET, o cédon referente ao aminodcido fenilalanina 32 (F32) foi substituido
no oligonucieotideo 5 (5 ATGGCCGCTTCATATGAGCACTGC 3) para criar o cédon da
metionina (F32M) e assim possibilitar o uso da enzima de restrigdo Nde | para a clonagem no
vetor de expresséo. O oligonucleotidec 3 foi desenhado para substituir algumas bases e
desta forma criar um sitic de vrestigo para a enzima BamH | (5
TCCTGATGGATCCATCACAGTCTTCTC 3') apds o cédon de terminagdo natural do cDNA
da GrpE#2.

Clonagem do cDNA da proteina GrpE#2

As celulas do clone EST numero Ai431866 (Tabela I} foram crescidas e o sedimento
celular obtido foi utilizado para a exiracBo do DNA plasmidial pelo kit QiAprep MiniFrep Kit
{Qiagen). Este DNA plasmidial foi usadoc como molde para a PCR da GrpE#2 com os
oligonucleotideos 5 e 3" descritos no topico acima. Foi obtido um produto de PCR de
aproximadamente 550 pb correspondente ao tamanho esperado para ¢ ¢cDNA da proteina
GrpE#2. Este produto de PCR foi utilizado para a clonagem em pGEMT utilizando o kit de
clonagem pGEMT easy® e conforme o protocolo do manufaturador. Foi selecionada uma
colénia de bactérias transformantes contendo vetores pGEM que liberaram um inserto de
aproximadamente 550 pb apds a digestdo com as enzimas Nde | ¢ BamH |. O
sequenciamento parciai das extremidades internas do SMC do vetor pGEM, com os
oligonucleotideos M13 Foward e M13 Reverse, confirmou a clonagem do cDNA da proteina
GrpE#2 humana. Este cDNA plasmidial foi utilizado para a subclonagem do ¢cDNA da GrpE#2
no vetor de expressao pET28a utilizando as enzimas de restricdo Nde | e BamH 1.

A figura 29 mostra o perfil eletroforetico da digestéac de vetores pET2BaGrpE#2,
obtidos de uma coldnia de bactérias previamente selecionada, que liberaram um fragmento
de aproximadamente 550 pb, a partir da incubagdo com as enzimas Nde | e BamH |,
sugerindo a clonagem do ¢cDNA da GrpE#2 no vetor pET28a. A andlise das seqléncias,
obtidas pelo seglenciamento das extremidades internas do SMC do vetor pET28aGrpE#2,
feita com o auxilio dos oligonuclectideos T7 promoter e T7 terminator (GIBCO BRL),
confirmou a clonagem do cDNA completo da proteina GrpE#2 (cédigo GenBank numero
NM_152407). A andlise das sequéncias oblidas também mostrou a auséncia da seqléncia
de cDNA que codifica o peptideo sinal, para a exportacao da proteina para mitocdndria, do
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cDNA da GrpE#2 clonado no pET28a, em fusfo ao cDNA da cauda de poli-histidina e a
presenga da mutagac F32M. Assim, foi construido o vetor pET28aGrpE#2 capaz de produzir
a proteina recombinante HisGrpE#2, expressa em fuséo & cauda de poli-histidina na regido
amino-terminal, composta por 214 residuos de aminoacidos e com MM igual a 24.003 g/mol,

Expressédo e purificacdo da proteina GipE#2

A figura 30 representa uma SDS-PAGE 12% que resume © processo de expressdo e
purificacac da proteina GrpE#2 em fus8o ao peptideo contendo uma cauda de poli-histidina
(HisGrpE#2). A HisGrpE#2 foi induzida a expressao pelo IPTG (compare canaletas 2 e 3 da
figura 30). A proteina foi obtida na fraclo solivel do fisado celular {canaleta 4), quando
induzida & expresséao em temperatura de 24 °C. O procedimento de lise celular realizado na
presenca de uma alta forga iGnica (500 mmoliL de NaCl) ajudou a manter a proteina
HisGrpE#2 no sobrenadante. A HisGrpE#2 foi separada por dois passos cromatogréficos:
cromatografia de afinidade seguida por CEM preparativa, ambas realizadas na presenca de
NaCl 500 mmoi/L. (canaleta 5). A fim de se desenvolver estudos comparativos com a GrpE#1
humana, a cauda de poli-histidina foi clivada pela enzima proteolitica trombina (1 U/mg de
HisGrpE#2, 16 horas e em temperatura de 25 °C) gerando a proteina GrpE#2. Apds a
clivagem pela trombina, a GrpE#2 foi novamente submetida & CEM para separacdo da
proteina da cauda de poli-histidina e da trombina (canaleta 6). O controle da sficiéncia do
processo de protedlise foi acompanhado por SDS-PAGE 12% (dados ndo mostrados). Apés
a protedlise da cauda de poli-histidina, a proteina GrpE#2 obtida é constituida por 197
residuos de aminodcidos e tem MM de 22.121 g/mol.

Espectros de CD das GrpEs humanas

Ensaiocs de CD das proteinas GrpEs humanas foram realizados nas mesmas
condigbes e os resultados sao apresentados na figura 31. Os dados indicam que a GrpE#2
possui as duas bandas caracteristicas para proteinas ricas em estruturas tipo a-hélice, como
observado para a GrpE#1 (Anexo IV — Borges et al., 2003). Entretanto, a GrpE#2 apresentou
menor quantidade de estrutura secundaria do que a GrpE#1. A quantidade de estrutura
secundaria das proteinas GrpE#1 e GrpE#2 estimada pelo programa CDNN Deconvolution,
foram, respectivamente: 55% e 48% de a-hélice, 25% e 26% de folha B-pregueada e aicas, e
20% e 26% de estrutura randdmica (erros < 10%).
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Ensaios de estabilidade térmica e quimica para as profeinas GrpEs humanas

A figura 32 apresenta os perfis de desenovelamento térmico das GrpEs humanas
acompanhadas por CD. A GrpE#1 apresentou, enire as temperaturas de 20 a 90 °C, apenas
uma Tm, enquanto a GrpE#2 apresentou duas Tms. As primeiras Tms das GrpEs humanas
em 500 mmol/L de NaCl foram similares: 53 °C e 50 °C para a GrpE#1 e a GrpE#2,
respectivamente. Porém, a GrpE#2 apresentou menor perda relativa de sinal do que a
GrpE#1. O desenovelamento térmico da GrpE#1 acompanhade por CD sofreu influéneia da
forca ibnica, pois em forca idnica menor a GrpE#1 perdeu estrutura secundéria na
temperatura de 57 °C {Anexo IV — Borges ef al., 2003). A segunda Tm detectavel da GrpE#2
foi em 78 °C e resultou na agregacao seguida da precipitagac da proteina (um precipitado
esbranguicado foi observado na cubeta). As proteinas GrpEs humanas apresentaram o
desenovelamento térmico irreversivel, mesmo se as solugBes protéicas fossem aquecidas
somente até temperaturas pouco superiores ao primeirc Tm (dados n&o mostrados — Anexc
IV — Borges ef al, 2003). A GrpE#1 apreseniou um pouco de estrutura secunddria em
temperaturas préximas a 90 °C, indicando que ela néo foi completamente desenovelada pelo
calor, enquanto a GrpE#2 foi completamente desenovelada, sofrendo agregacgéc e
precipitagdo, como apresentado acima. A ifabela V sumariza os resultados obtidos para as
GrpEs humanas e 0s compara com dados obtidos da literatura para a proteina EcGrpE.

Tabela V: Parimetros biofisicos das GrpEs humanas e da proteina EcGrpE analisados
por CD. Dados de Tm e EMR das GrpEs humanas determinadas neste trabatho e da
EcGrpE obtidos de trabalhos da literatura cientifica.

] Tm (°C) EMR 202 o (Deg.cm®.dmol ™} x 10°
Proteina
1° 2° 20°C 60 °C 90 °C
GrpE#1 53% ND 19 10
GrpE#2 50 78 16 10
EcGrpE” 50 76 20 10

* ensaios de desenovelamento reaiizados em solugbes sem sal (Grimshaw ef al, 2001;
Gelinas et al., 2002); ND: nao determinado. * Tm em 57 °C em baixa forga ibnica {Anexo IV -
Borges et al., 2003).
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Os ensaios de desencvelamento das GrpEs humanas induzido por uréia, monitcrado
por CD em A de 222 nm, s30 apresentados na figura 33. A GrpE#1 apresentou um perfil de
desenovelamento induzido por uréia que se assemelha a uma sigmoide com uma Cm
{concentracBo média de transigdo) em 2,0 mol/l. A GrpE#2 apresentou um perfil de
desenovelamento induzido por uréla ndo-cooperativo com peio menos duas iransicbes. Estes
dados sugerem a presencga de intermediarios na via de desenovelamento quimico da GrpE#2
nas condigbes estudadas. Porém, as proteinas iniciaram seus processos de
desenovelamento  induzido por wuréia em conceniragdes parecidas de uréia
(aproximadamente 1 mol/L}, sendo que ¢ processo de desenovelamento foi irreversivel para
as duas proteinas {dados ndo mostrados).

Anélise hidrodinadmica da proteina GrpE#2

As propriedades hidrodinamicas da GrpE#2 foram avaliadas por UAL através da
técnica de velocidade de sedimentacdo e os dados obtidos séo apresentados na figura 34.
Os experimentos foram realizados a 40.000 rpm, temperatura constante de 20 °C e em
concentragbes de 150 a 450 pg/mbL. A analise dos dados pelc método de Sedimentation
Time Derivative (Figura 34a) mostrou que a distribuigdo da integral g(s*) foi bem ajustada por
duas gaussianas, na qual indicou a presenga de uma pequena populagdo de agregados.
Esta populagédo de agregados foi confirmada pela analise de van Holde-Weischet (Figura 34a
interna), onde o comportamento ndo-ideal da particula foi evidenciade devido ao desvio da
curva para pequenos valores de s* A figura 34b mostra 0 sz, em fungéo da concentrago
da proteina GrpE#2 e a extrapolacdo da curva em 0 mg/mL (Laue, 2001), resultando em
%0 = 2,80 = 0,01 S. Estes dados juntamente com o D%, (determinado por EDL em 3
diferentes concentragdes: 1,0, 2,7 e 6,0 mg/mL) para a GrpE#2 (Tabela VI), sugerem que a
protefna possui uma MM de aproximadamente 50 kDa, através a aplicacdo da equacéao 10.
Os dados sugerem que a GrpE#2 pode ndo ser to assimétrica quanto a GrpE#1 ou que a
GrpE#2 pode ser mais flexivel que a GrpE#1 (ver abaixo).

Ensaios de SAXS da proteina GroE#2

Os experimentos de SAXS foram realizados na linha SAS do LNLS (Kellermann ef al.,
1997) utilizando porta-amostra de mica, em duas distancias 750 e 860 mm e A de 1,488 A,
As medidas foram realizadas em duas concentracdes da proteina GrpE#2 (3,5 e 9,3 mg/mL)
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no tampéao Tris-HCI 25 mmol/L (pH 7,8) contendo 500 mmol/l. de NaCl e 1 mmol/lL B-
mercaptoetanol. Os dados foram tratados utilizando o programa TRAT1D (Oliveira, 2003) e
normalizados pela concentragdo. As partes das curvas oriundas das diferentes
concentragBes de proteina foram unidas para se obter dados de qualidade estatistica em um
grande intervalo de “g". A curva da /{g) de SAXS para a GrpE#2 em alta concentracéc
mostrou indicios de agregacio e os dados a baixos g foram desprezados. Acurvadap(rie o
Ry da GrpE#2 foram calculados a partir das curvas corrigidas e normalizadas psla
transformada de Fourier indireta realizada pelo programa GNOM (Semenyuk & Svergun,
1991). A figura 35 apresenta a curva da /(g) para a proteina GrpE#2 com o ajuste realizado
pelo programa GNOM (Figura 35a) e a curva da p(r) resultante da transformada de Fourier
indireta (Figura 35b). A curva da p(r) da GrpE#2 sugere que a proteina apresenta uma
conformagao prolata alongada e um Dpey de aproximadamente 145 A. O sumério dos dados
obtidos estao dispostos na Tabsela V1. Os dados de SAXS foram ulilizados para obier uma
estimativa da MM da GrpE#2, pela comparagdo com a intensidade de espalhamento da BSA
como padrao secundaric de MM. A GrpE#2 apresentou uma MM de aproximadamente 42
kDa que estd em concordancia com o modelo da GrpE#2 na forma de dimeros (44 kDa).
Estes dados também fornecem indicios de que ndo houve formacdo de agregados na
solugd@o nas amostras em baixa concentracao.

A figura 36 apresenta o grafico de Kratky obtido a partir da curva da I(q) das proteinas
GrpEs humanas. A andlise do perfil das curvas obtidas pela relagdo /(g) x ¢° versus g, mostra
a auséncia do perfil de sino e sugere a presenga de por¢des flexiveis nas GrpEs humanas.
As curvas do grafico de Kratky das GrpEs humanas também sugerem que as por¢cdes com
flexibilidade s&o mais evidenciadas nos dados da GrpE#2 em comparag&o com a GrpE#1.

Modelagem ab initio para a proteina GrpE#2

Os modelos ab initio obtidos para a GrpE#2 foram gerados pelo programa DAMMIM
(Svergun, 1999). Como entrada de dados ao programa foi fornecido o Dpg da particula,
obtido previamente pela curva da p(r), e o programa construiu uma esfera preenchida de
pequenas esferas Cujo resr << Dy O programa ajustou a configuragdo das pequenas
esferas gque melhor se ajustaram aos dados experimentais da curva da I/{g) da GrpE#2,

eliminando as esferas dispersas no modelo. Como os dados experimentais ndc sao em aita
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resoluggo, © modelo final gerado corresponde 3 média de 20 calculos ndependentes
utilizando o programa DAMAVER.

O modelo ab initio da GrpE#2 estd representado na figura 37a e a andlise deste
sugere que a proteina possui uma forma assimétrica. A figura 37b representa a superposicado
do modelo ab initic da GrpE#2 sobre o modelo ab initio da GrpE#1 (Anexo 1V — Borges ef al,
2003). Os resultados sugerem que as GrpEs humanas possuem tamanho e forma geral
parecidas, mas possuem conformagBes diferentes.

Tabela Vi: Conjunto de parametros matemaéticos, estruturais e hidrodinamicos da
proteina GrpE#2 obtidos nos experimentos de SAXS, UAL, EDL e para o modelo ab
initio. Os dados experimentais de $%q,, D%, Dmax © R, S&0 comparados com os dados
obtidos para os modelos ab initio, gerados a partir dos dados de SAXS, utilizando o
programa HydroPro (em condigdes padrao e assumindo a GrpE#2 comoe um dimero de 44
kDa).

Parametro Método
SAXS Hidrodinamicos SAXS MO{‘DQG-E'G UAL EDL
Ab initio
NSC* - 10 10 - -
Discrepancia y - 0,157 0,441 - -
Resolucao (A) - 31,4 31,4 - -
MM (kDa) 42 £ 2 - 50 + 1° 60 + 10
R, (A) 42 + 2 43,005 - -
Dinax (A) ~ 145 ~ 150 - -
. D%o.w (107 cm?s) - 4,8+0,1 - 53+0,1
- %00 (S) - 2,30 + 0,03 | 2,80 + 0,01 -
- P - 1,42 0,03 - 1,74 + 0,08

ParAmetros obtidos pelas seguintes técnicas: s"gaw experimentos de velocidade de
sedimentacao; D%, experimentos de EDL; ®MM calculada a partir dos dados §%pw €
D%, utilizando a equacao 10; Dnax @ Ry oriundos da curva da p(r); *P calculado para uma
proteina de 44 kDa. *NSC = Dy {Gmax — Qmin)/TT representa uma medida da quantidade de
informag&o contida na curva de SAXS.
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Analise hidrodindmica dos modelos ab initio gerados para a proteina GrpE#2

As analises hidrodindmicas dos modelos ab initio foram realizadas com ¢ auxilio do
programa HydroPro (Garcia de la Torre ef al, 2000). Os parametros hidrodinamicos foram
estimados para cada um dos 20 modelos ab initio obtidos, de maneira independents pelo
programa DAMMIM, e s&o representados pela média dos dados mais o desvic padrdc da
media. Para isto, foi utilizado a MM correspondente ao dimero, a viscosidade e a densidade
em condigbes padrdo (Agua e temperatura de 20 °C), & Viar de 0,738 ml/mg estimado a
partir da seqléncia de aminodcidos da proteina GrpE#2. Estas caracteristicas foram
estimadas pelo programa Sednierp. A tabela VI sumariza os parametros hidrodinamicos
obtidos experimentalmente e 0s compara com 0s parametros estimados pelc programa
HydroPro.

Superposicdo dos modelos construidos por modelagem molecular por homologia da profeina
GrpE#1 com o modefo ab initic da proteina GrpE#2

A figura 38 represenia a superposicdo dos modeios da GrpE#1 que foram construidos
por modelagem molecular por homologia ac modelo ab initio da proteina GrpE#2 construido
a partir dos dados de SAXS. A modelagem molecular por homologia da proteina GrpE#1 foi
feita como descrito no Anexo IV (Borges et al., 2003). O modelo da GrpE#1 construido a
partir do mondmero distal ndo apresentou um bom ajuste no dominio de interagc&o das GrpEs
com o DLN das Hsp70. Ja o modelc gerado a partir do mondmero proximal apresentou um
melhor ajuste naguela regido, porém ainda de maneira insatisfatéria. Os dados sugerem que,
em solucdo, a GrpE#2 apresenta uma outra conformag@o do gque as observadas para 0s

mondmeros da EcGrpE na estrutura em alta resoiucao (cédigo PDB nimero 1DKG).

Comparagéo da seqléncia primaria das proteinas GrpEs humanas com a EcGrpE

A figura 39 representa o alinhamento das segiiéncias de aminoacidos entre as duas
GrpEs humanas e a EcGrpE. As principais regiGes da proteina EcGrpE estio destacadas
como descrito na figura 2: a regido amino-terminal sem estrutura determinada (EcGrpE;.39);
as duas longas a-helices (EcGrpEsoss); 0 feixe de 4 a-hélices (EcGrpEgg.137) € © dominio
carboxi-terminal estruturado em folha B-pregueada (EcGrpEqas.197). A tabela VIl descreve a
identidade e a similaridade total e também a similaridade por regido, enire as proteinas
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EcGrpE, GrpE#1 & GrpE#2. As seqléncias de aminodcidos da GrpE#1 e da GrpE#2
apresentaram as mesmas percentagens de identidade e similaridade em relacdo a EcGrpE.

Na avaliacdo da similaridade entre as regides descritas acima, as GrpEs humanas
apresentaram maior similaridade entre elas do que com a EcGrpE, principaimente entre os
residuos 89-181. Entretanio, na regido amino-terminal a GrpE#1 e a GrpE#2 sdo mais
similares a EcGrpE do que entre si. A similaridade entre a EcGrpE e a GrpE#2 foi de
aproximadamente 60% na regido das longas a-hélices, enguanio que ela foi de
aproximadamente 51% enire a EcGrpE e a GrpE#1 (Tabela Vil). A similaridade entre a
EcGrpE e a GrpE#1 fol de aproximadamente 58% na regidc do feixe de 4 hélices, enguanto
que entre a EcGrpE e a GrpE#2 a similaridade na mesma regifo foi de 48% (Tabela Vii). No
dominio carboxi-terminal estruturado em folha B-pregueada a similaridade entre as GrpEs
humanas e a EcGrpE foi de aproximadamente 52% (Tabela V).

Tabela Vil: Homologia na seqliéncia de aminoédcidos entre as proteinas GrpE#1,
GrpE#Z e EcGrpE. A identidade e a similaridade entre as proteinas foram calculadas com
o auxilio do alinhamento multiplo realizado pelo programa ClustalW. Foram considerados
aminodcidos similares como sendo: aminoacidos polares; aminoécidos hidrofébicos;
aminoacidos carregados positivamente; aminoécidos carregados negativamente e

aminoacidos aromaticos.

Proteina ldentidade (%) | Similaridade (%) | Similaridade por regido da EcGrpE (¢
GrpE#1 | GrpE#2  GrpE#1 | GrpE#2 |  1-39 40-85 | 89-137 | 138-1

EcGrpE 30 29 51 52
GrpE#1 - 44 - 66 40 51 58 52
GrpE#2 44 - 66 - 40 60 48 52
GrpE#1 x GrpE#2 30 66 75 77

112



500 pb >

Figura 29: Clonagem do cDNA da proteina GrpE#2 humana no vetor pET28a. Gel de
agarose 1% mostrando o perfil eletroforético de digestao dos vetores pET28aGrpE#2 e
pET28a com as enzimas Nde | e BamH 1. A digestdo do vetor pET28aGrpE#2 com as
enzimas Nde | e BamH | resultou na liberagdo de um fragmento de aproximadamente 550
pb referente ao cDNA da GrpE#2 humana, como determinado pela comparagdo com o
padrédo de MM 1 Kb plus DNA fadder (GIBCO BRL). A digestdo individual dos vetores com
cada enzima evidenciou a diferenga no tamanho do vetor pET28aGrpE#2 linear em relagao
ao pET28a linear. A andlise das seqgliéncias do cDNA obtidas pelo seqlenciamento das
extremidades internas do SMC do pET28aGrpE#2, utilizando os oligonucleotideos 77
promoter e T7 terminator, confirmou a clonagem do cDNA completo da proteina GrpE#2
humana (cédigo GenBank nimero NM_152407), sem o cDNA do peptideo sinal para a
exportacao da proteina para a mitocdndria e em fusdo ao cDNA da cauda de poli-
histidinas.
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Figura 30. Analise do processo de indugiio e purificagioc da GrpE#2 analisada por 8DS-
PAGE 12%. A GrpE#2 foi expressa em fusdo a cauda de poli-histidina para auxifiar o
processo de purificagdo utilizandc a cromatografia de afinidade seguida por CEM
preparativa (ndo mostrado). A HisGrpE#2 foi expressa em alta quantidade apresentando
um rendimento de aproximadamente 20 mg/l. de indugdo. Para ensaios comparativos com
a GrpE#1, a cauda de poli-histidina foi clivada pela enzima proteolitica trombina e a
amostra foi reaplicada na CEM preparativa para separagdo da GrpE#2 da trombina e do
peptideo da cauda de poli-histidina. Canaleta 1: Marcador de MM em kDa (a esquerda);
canaleta 2. sedimento bacteriano antes da inducdo; canaleta 3: sedimento bacteriano
depois da indugdo com IPTG por 5 horas, sendo expressa em fusdo com uma cauda de
poli-histidina em meio LB a 24 °C; canaleta 4: ap6s a lise das bactérias, a GrpE#2 foi
localizada na sobrenadante; canaleta 5: HisGrpE#2 ap6s os processo de purificagio por
cromatografia de afinidade e CEM preparativa; canaleta 6: GrpE#2, ap6s protedlise com a
enzima trombina (1 U/mg de HisGrpE#2, 16 horas e em temperatura de 25 °C),
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Figura 31. Analise de CD para as proteinas GrpEs humanas. Espectros da GrpE#1 e
GrpE#2 foram medidos entre 200 e 260 nm em tamp&o Tris-HCI 25 mmol/L (pH 7.,5),
contendo 500 mmol/l. de NaCl e 1 mmol/L de B-mercaptoetanol a 20 °C, usando uma cela
de 0,1 mm de passo ético e normalizados em EMR. A quantidade de estrutura secundaria
das GrpE#1 e GrpE#2 foi estimada pelo programa CDNN Deconvolution e foram,
respectivamente: 55% e 48% of a-hélice, 25% e 26% folha B-pregueada e alcas, e 20% e
26% estrutura randémica (erros < 5%).
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Figura 32: Ensaios de estabilidade térmica para as proteinas GrpE humanas. O
desenovelamento térmico (20 a 90 °C) da GrpE#1 e GrpE#2 acompanhado por CD a 222
nm no tampéo Tris-HCI 25 mmol/L (pH 7,5) contendo 500 mmol/L. NaCl e 1 mmol/L B-
mercaptoetanol. Os dados foram normalizados em EMR e estio apresentados em funcéo
da temperatura. A GrpE#1 apresentou o Tmy em 53 °C e a GrpE#2 em 50 °C. A GrpE#2
apresentou também um Tm, em 78 °C, que néo foi observado para a GrpE#1. Mesmo a 90
°C, a GrpE#1 apresentou alguma estrutura secundaria. Para ambas as GrpEs huranas, o
desenovelamento térmico foi irreversivel, mesmo se aquecidas a apenas a 55 °C (dados
n&o mostrados - ver Anexo IV — Borges ef al., 2003).
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Figura 33: Desenovelamento das proteinas GrpE humanas por uréia. O
desenovelamento das GrpE#1 e GrpE#2 foi induzido por uréia em tampado Tris-HCI 25
mmol/L (pH 7,5) na presenca de 500 mmol/L de NaCl e 1 mmol/L de B-mercaptoetanol.
Quantidade fixas das proteinas GrpE#1 e GrpE#2 (aproximadamente 5 — 10 pmol/L) foram
diluidas em diferentes concentracdes de uréia e o espectros de CD medidos apés 45
minutos de incubacio em temperatura de 22 °C. A leitura a 222 nm foi normalizada para
EMR e ¢é apresentada no gréfico acima em fungdo da concentragéo de uréia. De modo
geral, a GrpE#1 apresentou um perfil de desenovelamento sigmoidal, enquantc que a
GrpE#2 apresentou espécies estaveis em concentragdes superiores de uréia, sugerindo a
presenca de intermediarios na via de desenovelamento por uréia da GrpE#2.
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Figura 34: Experimentos de UAL: velocidade de sedimentagio para a proteina GrpE#2.
Os experimentos de velocidade de sedimentagdo foram realizados a 20 °C, 40.000 rpm
(AN-60Ti rofor) e a aquisicdo de dados em 230 nm. A andlise dos dados foi feita pelo
programa Origin® (MicroCal). A GrpE#2 foi preparada em tamp&o Tris-HC! 25 mmol/L. (pH
7.5}, contendo 500 mmol/L de NaCi e 1 mmol/L de B-mercaptoetanol e utilizada para os
experimentos em trés concentragbes (de 150 a 450 ug/mL). A figura a) representa um
experimento realizado com a GrpE#2, na concentragdo de 450 pg/mbL analisado pelo
método de Sedimentation Time Derivative. A distribuicdo g(s* mostra que duas curvas
gaussianas resultam em um melhor ajuste do que apenas uma curva. A primeira
Gaussiana mostra o s*. O grafico interno mostra uma analise de dados pelo método de van
Holde-Weischet em que o ajuste mostra que a GrpE#2 apresentou um comportamento
nao-ideal. b) Estimativa do s%,,. Grafico dos valores de S2ow VEISUS a concentracédo da
GrpE#2 mostrando a extrapolagdo da curva em 0 mg/mbL de concentracdo de proteina
(Laue, 2001), resultando em uma estimativa para o s%;,, da GrpE#2 de 2,80 + 0,01 S.
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Figura 35: Dados de SAXS obtidos para a proteina GrpE#2. Os dados de SAXS foram
coletados na linha de luz sincrotron SAS do LNLS em duas concentragbes da proteina
GrpE#2 (3,5 e 9,3 mg/mL) no tampéo Tris-HCI 25 mmol/L. (pH 7,5), contendo 500 mmol/L
de NaCl e 1 mmol/L de B-mercaptoetanol. a) curvas de espalhamento /{g): apds tratamento
dos dados e normalizaco pela concentracdo, as curvas foram unidas para obter dados de
qualidade estatistica em um grande intervalo de “g". As curvas em alta concentragdo
apresentaram indicios de agregacdo e os dados a baixo g foram desprezadas. A linha
continua representa o ajuste realizado pelo programa GNOM. b) Curva da p(r) resultante
da curva de espalhamento calculada pela transformada de Fourier indireta executada pelo
programa GNOM. A curva da p(r) mostra que a GrpE#2 possui um Dpsy de
aproximadamente 145 A e o formato da curva indica que a GrpE#2 é uma particula prolata
alongada. O R, da GrpE#2 calculado a partir da curva da p(r) foi de 42 = 2 A,

119



190

8 L
" %
Q‘ i
S &
[ i
or
X 4 L 5
=
(> x
= 8 o GrpE#t :
4 @ GrpE#2
] i 2 9 H 3
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20
g (A"

Figura 36: Grafico de Kratky das proteinas GrpE humanas. A andlise do perfil grafico de
Kratky fornece informacbes sobre a compactac@o da particula espalhadora. Particulas
compactas resultam em um perfil de sinusdide no grafico de Kratky. Particulas que
possuem segmentos flexiveis perdem o perfil de sinusdide. Os dados das GrpEs humanas
indicam que estas proteinas possuem segmentos flexiveis em suas estruturas, sendo que
na GrpE#2 o grau de flexibilidade foi mais evidenciado.
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Figura 37: Modelos ab initio gerados para a proteina GrpE#2. Os modelos ab initio
obtidos para a GrpE#2 foram gerados pelo programa DAMMIM & representa a média da
superposicdo de 20 céiculos independentes, utilizando o programa DAMAVER. a) modelo
ab initio da GrpE#2. b) superposigdo do modelo ab initio gerado para a GrpE#1 (azul -
Anexo IV — Borges et al., 2003) ao modelo ab initio da GrpE#2 (vermelho). A figura mostra
que os modelos possuem dimensdes aproximadas, mas com conformagdes diferentes de
alguns de seus dominios.
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Figura 38: Comparagéo do modelo ab initio da GrpE#2 com os modelos da estrutura
quaternaria da GrpE#1. a) modelo ab initio gerado para a GrpE#2 a partir dos dados de
SAXS; b) superposicéo do modelo da GrpE#1 gerado por homologia a partir do mondémero
proximal da EcGrpE com o modelo ab initio da GrpE#2 e c) superposicdo do modelo da
GrpE#1 gerado por homologia a partir do monémero distal da EcGrpE com modelo ab initio
da GrpE#2. A estrutura em alta resolucéo da EcGrpE, em complexos com o DLN da Dnak,
mostra que apenas um mondmero no dimero da EcGrpE esta ligado ao DLN da DnaK (o
mondmero proximal) e que este assume uma conformagéo diferente daquele nao ligado (o
mondmero distal). A principal diferenca entre os mondmeros esta na angulacado da
abertura do dominio carboxi-terminal, que interage com o DLN da DnaK, em relagdo ao
eixo axial da proteina EcGrpE (c6digo PDB nimero 1DKG — Harrison ef al, 1997). O
modelo da GrpE#1 construido a partir do monémero distal nio apresentou um bom ajuste
com o modelo ab initio da GrpE#2 principalmente no dominio de interacéo da EcGrpE com
a DnaK. O ajuste deste dominio foi melhor na superposicao do modelo ab initio da GrpE#2
com o modelo da GrpE#1 construide a partir do monémero proximal da EcGrpE, porém
ainda de maneira insatisfatéria. Os dados sugerem que em solugao a GrpE#2 se apresenta
em uma conformagao outra que aquelas observadas na estrutura em alta resolucao.

122



EcGrpE L MSSkaQKTPaGQAPEEiIMthEEIEAVGPEasaequ?rﬂﬁﬁ?ﬂﬁﬁﬁaﬁLaEAﬁEﬁera
GrpE#l 1 LoTATkgknsGOnLEEDMGgSegkADPPALEK-~———— tLifekVKLEeQLkEtveK——~
GrpE#2 1 f£8STATQRTAgedCrsEDP---pDELgPPLAER-— -~~~ ALTvRKAVKLEkaeVaDLTvR~~~
R R R G SR R R AL (N L L S I
EcGrpE 61 giiR NLRRRTeldlE FALekxFInELLpVIDSIDRALEVAdKS ~ o xg

GrpE#l 52 ~YkRALADLENLRGRSOKLVEEAKLYGIQaFCKDLLEVADVLEKATGCVPEE-EIXDANP

GrpE#z 49 “YqRAIAECERIRRRTQRCVEDAKIFGIQSFCKDLVEVADILEKtTECIseEsEPquRL
LORE _RR [ Rkkk [k Rk ku kRE Rk wRR _hkd dkEk ;K ;|

EcGrpE 115 dMsaMwEGIeLleSMldverfGVEvIaetnvplD?anqAIAmVest~VaPGNVLGI
GrpE#1 110 hIknLYEGLVMTEVQIgkVFtKHGLIKINPVGARFDPYEHEALLHCPVEG-kePGTVALY
GrpE#2 108 +tLekVErGLLLlEAKIXsVFaRKHGLEKLTPIGIKYDPhERELICHVPAGVgVGPGIVALY

Bk skk ky ok k| R s R k¥ ok _EK] ] ,:, | whwwkus
L

EaGrpl 174 nmRkGYtLnGRTIRAMMYtVAKaka--~ 197

GrpE#l 168 skvGYKLHGRTLRPALVgVVEEa---- 181

GrpE#2 168 rRAGYKLHGRTIRLArVeVAvEsqrrl 194
i hk k hkkkvkd .k hh.

Figura 39: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas GrpEs humanas
e EcGrpE. As seqiléncias da GrpE#1 (cddigo GenBank numerc QOHAVY), GrpE#2 (cbdigo
GenBank numerc Q8TAA5) e EcGrpE (cédigo GenBank numerc NP311503) foram
alinhadas com o auxilio do programa ClustalW. As seqiiéncias de aminocacidos ¢os
respectivos peptideos sinais para exportagdo das proteinas Grpks humanas para a
mitocdndria ndo séo apresentados. Estes peptideos sinais foram preditos com o auxilio do
programa MITOPROT Il 1.0a4 e com as andlises do trabalho de Naylor ef al. (1998).
Simbolos: asteriscos representam aminodacidos similares nas trés sequéncias; dois-pontos
s&o aminoacidos similares entre EcGrpE e GrpE#1; um ponto representam aminoé&cidos
similares entre GrpE#1 e GrpE#2 e traco vertical sdo aminoacidos similares entre EcGrpE
e GrpE#2. As caixas sobre a seqiiéncia da EcGrpE representam as principais regides
classificadas na estrutura em alta resolugdo (Harrison ef al., 1997) e estdo descritas na
figura 2: caixa branca EcGrpEg.ss representa regido formada pelas duas longas a-hélices;
caixa cinza representa o feixe de 4 hélices (EcGrpEgs.137); € a caixa preta representa a
regido do dominio em folha B-pregueada responséavel pela interagdo da EcGrpE
(EcGrpE13s.104) cOm a Dnak.
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5 DISCUSSAO

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a relagdo da estrutura-fungo de proteinas
humanas pertencentes a familia das chaperones moleculares das Hsp70. Assim, foi
necessaria a aquisicdo dos cDNAs das proteinas a serem sstudadas, as clonagens destes
em velores de expressdo, a expressdc e a purificacdo das proteinas para posterior
caracterizagdo biofisica. Considerando isto, cada uma das proteinas é discutida em
separado. Para as proteinas Hsp4l (DjA1, DjAt1 a3 e DjB4) e GrpE#1, a discussdo dos
resultados esta apresentada nos manuscritos em anexo (Anexo il e V). Abaixo estdo
discutidos os resultados para as proteinas Hsp70-1A, mortalina e GrpE#2; esta ditima em
andlises comparativas com a GrpE#1.

5.1 Hsp70-1A

Este esiudo descreve a oblencdo e a caracterizacdo da proteina humana Hsp70-1A,
uma representante citoplasmatica classificada como membro da subfamilia Hsc70 das
Hsp70, cuja expressao é conslitutiva. A principal questao em relacdo as Hsp70 € a de
compreender melhor quais sdo as mudancgas conformacionais provocadas na proteina pela
ligacdo do nucleotideo adenosina, pela interagdo com as co-chaperones e com o substrato.
Assim, a fim de aumentar a compreensaoc sobre o funcionamento dessa maquinaria, varias
técnicas biofisicas de baixa resolucéo foram aplicadas para estudar a Hsp70-1A na presenca
e na auséncia dos nucleotideos adenosina (MgADP e MgATP). Estes nucleotideos séo
capazes de deslocar o equilibrio conformacional dos dominios da Hsp70, influenciando a
ligacdo ou a liberagao de substratos (revisdo em Mayer et al., 2001).

5.1.1 Clonagem do ¢cDNA, expressao e purificacao da proteina Hsp70-1A

O cDNA da proteina Hsp70-1A foi clonado no vetor de expressdo pET28a, em fusao
com a cauda de poli-histidina, a partir de um clone adquirido comercialmente e que continha
o cDNA completc da proteina Hsp70-1A. A proteina Hsp70-1A foi expressa de maneira
heterbloga, sendo purificada com um bom rendimentc e grau de pureza. Como a Hsp70-1A
liga nuclectideos adenosina (ADP ou ATP), foi necessério purificar a proteina em condicdes
de auséncia destes ligantes. Theyssen et al. padronizou a utilizagdo da enzima fosfatase
alcalina acida para a purificacdo da proteina DnaK livre de nucleotideos adenosina

porventura presenies nas amostiras (Theyssen ef al, 1896). A aplicagéo desta metodologia
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para a purificagho da Hsp70-1A possibilitou a obtencdo de amostras sem contaminaces
pelos nucleotideos adenosina e os estudos conformacionais da proteina na presenca de
nucleotideos adenosina. Os principais dados que indicaram a eficiéncia deste tratamento
com a fosfatase alcalina &cida, para as amostras da Hsp70-1A, foram as mudancas na
primeira e terceira Tms avaliadas pelos experimentos de desenovelamento térmico
monitorados por CD. As amostras de Hsp70-1A contendo os nucleotideos adenosina (ATP,
ADP, MgATP ou MgADP)} apresentaram aumentos de 4 a 9 °C na primeira e tercsira
temperaturas de desenovelamento. Estes aumentos ndo foram observados nas amostras da
Hsp70-1A com adigdo de AMP e MgAMP. Os dados de ITC também corroboraram a
gficiencia na obtengao da Hsp70-1A na auséncia de nucleotideos adenosina, pois as Kas
observadas na interag8o entre Hsp70-1A e MgATP ou MgADP foram diferentes entre si e
compativeis com os dados da literatura {ver adiante).

A segunda etapa de purificagdo fol feita através de uma CEM e as amostras da
Hsp70-1A apresentaram poli-dispersidade, pois eluiram em 3 fracbes apresentando
diferentes MM aparentes, porém com mesma MM como determinado por andlises de SDS-
PAGE. As analises das proteinas destas fragdes sugeriram que a primeira, eluida préximo ao
volume morto da coluna, nao se comportou em estado de equilibrio com as demais fragdes,
e ainda apresentou uma menor quantidade de estrutura secundéria em analises por CD, e foi
descartada. Benaroudj et al. (1996) também mostra, por CEM, que a primeira fracdo de
amostras congeladas de uma Hsc70 de mamifero ndo estd em equilibrio com as demais
fragdes.

A segunda frag@o das amostras de Hsp70-1A também apresentou poli-dispersidade e
se mostrou em equilibrio com a terceira e principal frag8c de 70 kDa. A fracdc de 70 kDa
apresentou comportamento compativel a um sistema monodisperso e, apds estocagem,
comegou a apresentar oligomerizagdo dependente do tempo e da concentracdo. Este
comportamento também € descrito para a DnaK e Hsc70 bovina, que mostram a formacao
de dimeros e trimeros (Schlossman et al., 1984; Palieros ef al., 1991; Schonfeld et al., 1995;
Wilbanks et af., 1995). Benaroudj ef al. (1995; 1996; 1997) relatam a existéncia de um
equilibrio lento em amostras de Hsc70, entre espécies monoméricas e de MM maior, que é
tempo e concentragdo-dependenie. Porém, as amostras de Hsc70 utilizadas foram
previamente dispensadas em aliquotas e armazenadas em — 80 °C (Benaroudj et al., 1995),

o que pode ter favorecido a oligomerizacdo observada. O congelamento ou liofilizagac da
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Hsp70-1A tambem resuliou em diferentes espécies oligomeéricas passiveis de separagio por
CEM (dados ndo mostrados).

Considerando o objetivo de estudar a influéncia dos nucleotideos adenosina na
relagdo estrutura-funcdo da proteina Hsp70-1A humana através de iécnicas como SAXS e
LUAL, por exemplo, & que a utllizagdo de solugbes monodispersas facilitariam as andlises e
interpretacdo dos resuitados, foi necessdrio padronizar os procedimenios experimentais.
Para isso, foi utilizada a fracgo de 70 kDa da proteina Hsp70-1A recém purificada por CEM,
com conirole do tempo de eslocagem, para evitar a oligomerizagic. Como experimento de
controle de qualidade, foi utilizada a técnica de EDL para avaliar a monodispersidade das
solucdes de Hsp7C-1A.

Shi et al. sugerem que condigdes experimentais de alta forga idnica podem induzir a
oligomerizacéo da DnaK (Shi ef al, 1996). Qutros trabalhos indicam que determinados ions
monovalentes (poiassio e cloreto), divalentes (céicic ou magnésio) e Pi se ligam & Hsp70,
sendo esses importanies para a associacdo com os nuclectideos e também para a hidrélise
de ATP (revisado por Mayer ef al., 2001). Tais ions sdc encontrados nas estruturas em alta
resolugado do DLN das Hsp70 (Flaherty ef al., 1990; Wilbanks & McKay, 1995; Osipiuk ef al.,
1999). E interessante ressaltar que a atividade de hidrélise de ATP das Hsp70 é dependente
da concentracdo de ions monovalentes, sendo estimulada por ions potdssio, mas néo por
fons sédic (O'Brien & McKay, 1995), e que os ions sddio ndo substituem os ions potassio na
dissociagdo de proteinas desnaturadas das Hsp70 (Palleros et al., 1993). A importancia dos
ions potassio para a funclo das Hsp70 pode ser ainda exemplificada pela reducédo da
atividade de hidrdlise de ATP por um fator de 4 vezes em 25 mmol/L de ions potassio em
comparacgdo a 75 mmol/L (Ha & McKay, 1994). Além disso, as Hsc70 necessitam de uma
concentragdo minima de 10 a 20 mmol/L de fons potassio para apresentarem atividade
chaperone (Schlossman ef al, 1984) o gue reforga a sua dependéncia deste ion,
principalmente se for considerado que ne meio intracelular existe uma alta concentragédo de
fons potassio e baixa concentracdo de fons sédic.

Considerando os fatores discutidos acima, foi preparado um meio tamponante para a
Hsp70-1A com o objetivo de controlar a oligomeriza¢do, com ¢ minimo de atividade de
hidrolise de ATP, entretanlo em condigbes para a perfeita ligacdo dos nucleotideos
adenosina. Assim, foi utilizado um tampao com baixa forga idnica (NaCl 50 mmol/L) para
evitar a oligomerizag2o observada na CEM. O tamp&o também teve a suplementacéo de

ions potassio em baixa concentracao (5 mmol/L) para evitar hidrdlise de ATP, visto que esta
127



é dependente de altas concentragdes de potassio. O Pi foi adicionado para estabilizar a
ligag@o de ADP {5 mmol/L) e também reduzir a hidrélise de ATP, pois a dissociagéo do Pi é
uma etapa limitante para hidrdlise de ATP (Ha & McKay, 1994). Nos experimentos, na
presenga de nucleotideos adenosina, sempre foi adicionado fons magnésio (1 mmol/L) para
a perfeita coordenagao dos ligantes (ADP ou ATP) com a proteina Hsp70-1A. Desse modo,
fol esperado controlar os efeitos de oligomerizacdo observados para a Hsp70-1A, com
perfeita ligac@o dos nucleotideos, porém com baixa taxa de hidrélise de ATP em ADP e Pi.

5.1.2 MgADP e MigATP aumentaram a estruturacéo da proteina Hsp70-1A

Os experimentos de CD da Hsp70-1A mostraram que essa proteina apresenta
predominancia de estrutura secundaria do tipo a-hélice. A andlise pelo programa CDNN
Deconvolution confirmou tal informagBo e mostrou que a Hsp70-1A € uma proteina
constituida por estrutura secundaria do tipo o-hélice e folha B-pregueadas. A guantidade de
estrutura secundaria observada nas estruturas em alta resolucdo do DLLN da Hsp70 humana
(codigo PDB ndmerc 1HJO)} e do DLS da DnaK de E. coli (cédigo PDB ntmerc 1DKX) sdo
respectivamente: 37% e 39% de estrutura em a-hélice e 26% e 24% de estrutura em folha B-
pregueada. Os dados experimentais observados para a Hsp70-1A estio compativeis com os
dados das estruturas em alta resolug&o, pois essas tltimas nédo levam em consideracéo toda
a estrutura da proteina e ndo sio estruturas dindmicas, como sdc os dados experimentais
obtidos.

Ensaios de CD da Hsp70-1A na presencga de nucleotideos adenosina mostraram que
0 MgADP e o MgATP, mas ndo o MgAMP, induziram um pegqueno aumento de intensidade
de luz absorvida (a direita) proximo & regido de 208 nm e um aumento maior (2 esquerda) na
regido de 195 nm. Tais mudangas foram muito parecidas para ambos os nucleotideos:
MgADP e MgATP. Essas informagdes sugerem que pequenas mudancgas conformacionais,
avaliadas pelo aumento do sinal na estrutura secundaria da proteina, foram provocadas pela
interagao da Hsp70-1A com os nucleotideos adenosina ADP e ATP.

5.1.3 MgATP e MgADP aumentaram a estabilidade térmica da proteina Hsp70-1A

Ensaios de desnaturagdo térmica da Hsp70-1A foram monitorados por CD e
mostraram a presenga de 3 Tms para a proteina. Entretanto, ¢ desenovelamento térmico da
Hsp70-1A foi irreversivel mesmo quando a amostra foi aquecida somente até 50 °C. Palleros
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et al. (1991; 1982) relatam gue a Hsc70 bovina também apresenta desenovelamento térmico
irreversivel quando aquecida a temperaturas superiores a 42 °C, diferentemente da Dnak
que € parciaimente reversivel (Grimshaw ef al., 2001). A adicdo de ADP ou de ATP nas
amostras de Hsp70-1A provocaram aumenios de aproximadamente 4 °C na primeira e
terceira Tms, sendc que a segunda Tm nao sofreu alieragbes, e o controle utilizando AMP
nao mostrou diferengas. Em amostras da Hsp70-1A com a suplementagéo de ions magneésio
aos nucleotideos ATP e ADP, houve um incremento de 7 °C e 2 °C na Tmy, respectivamente,
porem, novamente sem mudancas na Tmy. A Tma também nao sofreu alteracdes em relagéo
aqueles aumentos observados apenas pela adicdo de ADP e ATP. Dados similares sdo
relatados para a Hsc70 bovina na presenca de MgATP e MgADP, sendo que o primeiro Tm
esta conexo a agregagao da proteina em espécies oligoméricas (Palleros ef ai., 1991; 1992).
Os dados sugerem que os nuclectideos ADP e ATP interagiram com a Hsp70-1A e
provocaram mudangas conformacionais na sstrutura da Hsp70-1A. Essa interagdo resultou
em um aumento da estabilidade de um dos seus dominios, sendo gue na presenga de ions
magnesio esse aumento fol mais evidenciado. Os fons magnésio podem ser necessarios
para a perfeita interagdo e coordenacgdo dos nucleotideos ADP e ATP com a Hsp7C-1A,
indicando que intera¢bes especificas entre a Hsp70-1A e os nucleotideos na presenca de
magneésio. Considerando as diferencas observadas, a Tm; pode ser relacionada ao
desenoveiamento parcial do DLN gque foi desnaturado compietamente na Tmg, visto que
essas Tms sofreram influéncia da presenga dos nucleotideos ADP e ATP. A Tm;, pode estar
relacionada ao desenovelamento parcial do DLS, pois ndo sofreu mudangas pela presenga
dos nucleotideos e ions magnésio. A mudanga do sinal de CD referente a Tmy nao foi muito
intensa, o que tambeém sugere que esta Tm pode estar relacionada ao desenovelamento do
DLS1. Este subdominio é rico em estrutura secunddria do tipo folha B-pregueada e o sinai de
CD pode ter sido “mascarado” no A de 222 nm, devido a baixa intensidade de sinal de CD
absorvido pelas estruturas do tipo B-pregueada neste A.

A desnaturagado por temperatura monitorada por DSC da DnaK e de seus fragmentos
proteoliticos, também mostra a existéncia de 3 Tms na desnaturagéio térmica desta proteina
(Montgomery ef al., 1999). O perfil do desenovelamento térmico da DnaK sugere que a
primeira Tm esta relacionada ao desenovelamento de grande parte do DLN; a segunda Tm
com a maior parte do DLS, e a terceira Tm esia relacionada a componentes de ambos 0s
dominios (Montgomery ef al., 1999). Os dados observados para a desnaturagdo térmica da

Hsp70-1A estdo condizentes com as informacgdes obtidas para a desnaturac@o térmica da
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DnaK. Experimentos de DSC para a Hsp70-1A também foram realizados, mas foi cbservada
uma extensa variagdo na capacidade calorffica provavelmente devide & agregagdo que,
juntamente com a irreversibilidade do sistema, inviabilizaram as andlises. Os efeitos
observados no Tm, da Hsp70-1A sugerem que a ligagio do nucleotidec adenosina provocou
uma compactacdo do DLN da Hsp70-1A, o que aumentou a sua estabilidade térmica, sendo
gue esse efeilo foi maior na presenga de MgADP do que MgATP, e sugerindo que estes

ligantes provocaram diferentes mudancas conformacionais na estrutura da Hsp70-1A.

5.1.4 Experimentos de fluorescéncia do triptofano da proteina Hsp70-1A

A presenca de estrutura tercidria da Hsp70-1A foi parcialmente mostrada por
experimentos de fluorescéncia do triptofano. A Hsp70-1A possui dois residuocs de triptofano
em sua estrutura primaria e a figura 40 representa a estrutura em alta resolugdo do DLN de
uma Hsp70 {cddigo PDB numerc 1HJO) que possui 100% de identidade naquele dominio
com a Hsp70-1A. O W80 da Hsp70-1A esté localizado em uma alga enterrada no DLN1 e o
residuo de triptofano W580 da Hsp70-1A foi avaliado, por homologia, para estar localizado
no subdominio DLS2, em uma regido de hélice-alca-hélice e relativamente exposto ao
solvente (dados ndo mostrados). O espectro de emissdo de fluorescéncia da Hsp70-1A
mostrou um méximo de emisséo de fluorescéncia em 336 nm e um ténue ombro localizado
em 355 nm, mesmo maximo de emiss&o de fluorescéncia observado para a proteina em
condigbes desnaturantes. Esses dados sugerem que um dos residuos de triptofanc da
Hsp70-1A deve estar protegido do meio aquose, enquanto o outro pode estar exposto ao
solvente. A adicdo de MgATP na amostras da Hsp70-1A (mas nédo de MgADP ou de
MgAMP) provocou uma reducdo na intensidade de emissdo de fluorescéncia de
aproximadamente 7%, considerando a drea da integral sob a curva. Considerando a
capacidade de ligagdo do MgATP ao DLN, juntamente com a estrutura em alta resolugéo
representada na figura 40a (codigo PDB numero 1HJO), € possivel concluir que o residuo
WOO0 deve estar enterrado na estrutura da Hsp70-1A e foi sensivel a ligacio de MgATP.

Os dados de emissdo de fluorescéncia do triptofano para a DnaK de E. coli mostram
que, na presenca de MgATP, a intensidade de emissdo de fluorescéncia é reduzida em
aproximadamente 15% quando comparade com a DnaK sem adigdo de nucleotideos
(Theyssen et al., 1996; Montgomery ef al., 1996). J& na presenca de MgADP, a intensidade

do especiro de emissdo fluorescéneia da DnaK € aumentada em aproximadamente 7%
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{Theyssen ef al.,, 1996; Banecki ef al., 1992). Um outro dado observado para a DnaK ¢ a
mudanga do A do méaximo de emisséo de fiuorescéncia induzido pela ligagdo de MgATP (de
345 para 342 nm) (Theyssen ef al, 1998). Os dados observados para a Hsp70-1A néo
mostraram mudangas no A de emissdo maxima de flucrescéncia ou no ceniro de massa
espectral induzido pela ligacio dos nucleotideos adenosina. O residuo W90 da Hsp70-1A
deve esiar suficientemente enterrado e protegido na estrutura do DLN para sofrer mais
modificagdes no A de emissao maxima de fluorescéncia. A adigdo de MgADP naoc induziu
mudangas na intensidade de emissao de fluorescéncia nas amostras de Hsp70-1A, como &
observado para a DnaK (Theyssen ef al, 1996; Banecki ef al, 1992). Uma possivel
explicacédo para esses dados aparentemente contraditérios € a de que na DnaK, o residuo
W102 (unico residuo de triptofano na DnakK) esta localizado em uma folha B-pregueada e ¢
parcialmente expostc para 0 ambiente hidrofilico. Enquantc o seu equivalenie, sensivel 2
ligagéo de MgATP na Hsp70-1A, o W0, deve estar em uma alga protegida no melo aguoso.
Assim, as mudangas conformacionais induzidas pela ligacdo de ADP néo surtiram efeitos na
emissao de fluorescéncia da Hsp70-1A.

5.1.5 Calorimetria da interagdo da proteina Hsp70-1A com os nucleotideos adenosina
A afinidade da proteina Hsp70-1A por MgADP ou MgATP

A presenca de nucleotideos adenosina influencia a afinidade das Hsp70 por
substratos e, portanto, a afinidade das Hsp70 pelos nucleotideos adenosina é um fator
importante para a fungdo das Hsp70 (Mayer et al, 2001). Para determinar par&metros
termodinamicos como a K,, foram realizados ensaios de ITC para a Hsp70-1A com seus
ligantes, MgATP ou MgADP, na presenga de ions fosfato e potéssio. Os dados de K, obtidos
indicam que a proteina Hsp70-1A apresentou alta afinidade pelos ligantes ADP e ATP e
estéo condizentes com a hipotese de que a interagdo com ATP ndo ¢ o fator limitante do
ciclo de agdo das Hsp70. Em condicdes fisioldgicas, as Hsp70 estdao saturadas por ATP
devido & alta concentrac@o intracelular desse nucleotideo (Mayer et al, 2001). A K, da
Hsp70-1A por MgATP foi aproximadamente 3 vezes menor do que por MgADP e sugerem
Kps da ordem submicromolar (se for considerado a relagdo Kp = 1/K, valida para a interagéo
da Hsp70-1A com os nucleotideos adenosina), como observado para outras Hsp70 (Mayer ef
al., 2001). Porem, os dados de Kp para a Hsc70 bovina {que apresenta 95% de identidade
com a Hsp70-1A) por MgATP e por MgADP, sugerem uma maior afinidade por MgATP do
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que por MgADP (O'Brien & McKay, 1995). Essas disparidades podem ser justificadas pelas
diferentes metodologias e temperaturas utilizadas para tais determinacdes. A afinidade da
Hsc70 bovina pelos nucleotideos foi feita por técnicas radioisotdpicas, em temperatura de 37
°C e em condigBes de equilibrio (O'Brien & McKay, 1995). A K, da Hsp70-1A por ADP ¢ ATP
fol determinada utilizando a técnica de ITC a 20 °C, sendo que essa determinagao ndo pode
ser considerada em condigbes de equilibrio. Também & preciso considerar gue ¢ agente
tamponante utilizade, o Tris-HCI, apresenta uma alta energia de ionizagdo que pode levar a
uma superestimagao das constantes termodinamicas determinadas (Jelesarov & Bosshard,
1988). Deve-se avaliar se a interagdo entre a Hsp70-1A e os nuclectideos provoca alguma
ionizagao na proteina ou no ligante que pode ser tamponada pelo meio, excluindo a possivel
influéncia da energia de ionizagdo do Tris-HCL. Um outro fator a ser considerado & a
presenca de ions fosfato, pois este € importante para reduzir 2 taxa de liberagéo de ADP
pelo DLN, o que pode provocar um aumento na K, das Hsp70 por ADP (Ha & McKay, 1994),
principalmente em condi¢des de saturagéo de fons fosfato. Palleros ef af. {1991) também
reportam uma maior afinidade da Hsc70 bovina por ADP do que por ATP, possivelmente
porque as constantes de afinidade foram determinadas na presenca de 20 mmol/L de fons
fosfato. Ha & McKay (1994) estimam a Ky da Hsc70 bovina por ions Pi como sendo da
ordem de 1 mmol/L e sugerem um mecanismo de dissociacdo do complexo Hsp70-ADP-Pi
no qual o jon Pi se desligaria primeiro e em seguida o ADP se desligaria. Assim, com a
afinidade das Hsp70 por ions Pi, existe a possibilidade desses também inibirem a ligacédo de
ATP a Hsp70-1A, pois os experimentos foram realizados em condigOes de saturacdo de fons
Pi.

Porém, os dados termodinamicos obtidos nortearam as condigbes experimentais para
0s ensaios de UAL (a seguir), na qual a condigdo de saturacdo deve ser satisfeita com um
minimo de interferéncia dos nucleotideos na absorbancia da proteina, mesmo considerando
pequenas taxas de contaminagéo das amostras de ATP com ADP e vice versa. Os dados
também indicam que a K4 da Hsp70-1A é maior por MgADP, e que a hidrdlise do ATP, nas
condicbes experimentais utilizadas, foi inexistente ou desprezivel, pois a AH de interagéo da

Hsp70-1A com o ADP foi mais negativa do que a da interacéo da proteina com o ATP.
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AH e AS da interagdo entre a proteina Hsp70-1A e MgATP ou MgADR

Mayer ef al. (2000) propdem um mecanismo de agéo das Hsp70, o qual envolve a
modulacao dos dominios da proteina, dependente do nucleotideo adenosina ligado ac DLN,
¢ que resuitaria no deslocamento do equilibrio conformacional do subdominic DLS2. Uma
analise dos dados de 4AH & AS obtidos para a interagio entre a Hsp70-1A e 08 nucleotideos
adenosina indicam que estas constantes termodinédmicas podem estar condizentes com a
hipotese proposta por Mayer ef al. (2000). Se forem analisados conjuntamente, os dados
obtidos para as titulagbes da Hsp70-1A com o MgADP e o MgATP, ¢ possivel observar que a
interac&o com o MgADP apresentou AH mais negativo do que a interagdo com o MgATP e o
inverso pode ser constatade para a 4S. O mecanismo proposto por Mayer ef al. (2000)
sugere que, na presencga de ADP, o equilibrio conformacional do DLNZ2 estaria deslocado
para a conformacao fechada sobre o substraic. Rearranjos provocados pela mudanca
conformacional do DLS2 de “aberia” para “fechada”, induzida peic ADP, poderiam levar a um
empacotamento da molécula resultando na liberagio de energia entalpica em detrimento a
enirépica (Jelesarov & Bosshard, 1999). Os dados de desenovelamento térmice da Hsp70-
1A, que sugerem um possivel empacotamenio maior da proteina na presenga de MgADP do
que de MgATP, e fortalecem essa hipdtese. Na presenga de ATP, como sugerido por Mayer
et al. (2000), o DLS2 estaria na posicdo “aberta” apresentando uma maior mobilidade e
favorecendo a entropia em detrimento & entalpia (Jelesarov & Bosshard, 1999).

E necessério salientar que os dados obtidos pela técnica de ITC representam o
somatodrio de todos 0s eventos provocados pela interagdo da Hsp70-1A com os nucleotideos
adenosina, o que dificultou a avaliacdo das hipdteses apresentadas. Porém, uma andlise
utilizando a AC,, que pode ser obtida a partir da titulagdo em diferentes temperaturas, pode
auxiliar na interpretacdo desses dados. A AC, esta relacionada com o grau de exposicao de
superficie hidrofébicas e hidratagao das particulas (Pierce ef al.,, 1999; Jelesarov & Bosshard,
1999). Deste modo, os dados termodinamicos obtidos para a Hsp70-1A sugerem a
potencialidade da utilizacao de técnicas calorimetricas para fornecer mais informagbes sobre
o0 mecanismo de acdo de proteinas como as Hsp70, principalmente, na presenca de um
possivel subsirato. Assim, outros estudos se fazem necesséarios para aprimorar as

discussdes e verificar a veracidade da hipotese proposta acima.
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5.1.6 MgATP e MgADP provocaram mudancas conformacionais na proteina Hsp70-1A
Analise hidrodinédmica da proteina Hsp70-1A

A técnica de UAL foi utilizada para avaliar o comportamento da Hsp70-1A em solugéc
frente a processos de auto-associacio e a mudancas conformacicnais induzidas pelos
nucleotideos adenosina. Os ensaios de sedimentagdo em equilibrio mostraram que &
proteina se comportou como uma particula de aproximadamente 70 kDa, sendo que 0%
dados foram ajustados com qualidade para uma Unica particula em solug@o nas condicBes
experimentais testadas (tampao TKP). Os ensaios de velocidade de sedimentacic também
indicaram que a Hsp70-1A comportou-se como uma tnica particula em solugdo. Schonfeld et
al. descrevem a presenga de duas espécies em ensaios de velocidade de sedimentacéo e
também de sedimentag&o em equilibrio para a proteina Dnak, podendo esses Gitimos dados
ser também ajustados para um sistema de trés espécies (Schonfeld ef al, 1995). Porém,
Schonfeld ef al ulilizaram uma concentragio salina alta, na qual a oligomerizagdo da
proteina & favorecida (Shi ef al., 1996). A dependéncia da DnaK em relacdo ao tempo de
estocagem e concentracdo de proteinas em equilibrio com a fracdo de 70 kDa também é
relatada por Schonfeld ef al. (1995). Benaroud; et al. (1995; 1996; 1997) reportam o estudo
de uma Hsc70 de mamifero por ultracentrifugagé@o analitica mostrando a existéncia, em
equilibrio lento, de pelo menos 3 espécies da Hsc70: monomero, dimero e trimero. Porém,
estes autores utilizaram amostras congeladas da Hsc70, condicdo que favoreceu a
oligomerizagao da Hsp70-1A (dados n&o mostrados), e que a oligomerizagdo foi
concentracdo e tempo-dependente. Benaroudj et al. relatam que a fracdo de 70 kDa da
Hsc70, purificada do estoque congelado por CEM, possui um Sz, de 4,46 = 001 S,
correspondente a uma particula de aproximadamente 80 kDa (Benaroudj et al., 1996). O
%04 de 4,09 £ 0,01 S determinado para a Hsp70-1A & inferior ao relatado por Benaroudj et
al. (1996) e pode ser devido as condigdes de forga ibnica utilizada nas diferentes
determinacGes. Nas amostras de Hsc70, Benaroudj et al. (1996} utilizaram 100 mmol/L de
cloreto de potassio e na auséncia de ions fosfato, enquanto para a Hsp70-1A foi utilizada
uma condicao de forga idnica inferior aquela na presenca de 5 mmol/L de ions K* e Pi.

Considerando o sistema analisado por Schénfeld ef al. como de duas espécies, as
amostras de DnaK apresentaram sz, de 4,0 & 6,3 S, que correspondem a proteinas de
aproximadamente 85 e 185 kDa (Schénfeld et al, 1995). Os dados de velocidade de
sedimentacdo obtidos para as amostras de Hsp70-1A sugerem um valor de sgzg,w de
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aproximadamente 4,09 S, valor préximo ao observado para a Dnak, principalmente se for
considerado a maior MM para a Hsp70-1A em relagdc & DnaK (72 versus 69 kDa,
respectivamente). Considerando os valores de Dogaw determinados pelos ensaios de EDL, o
valer da MM calculado da relag@o s/D foi de aproximadamente 70 kDa e enfatiza a qualidade
dos dados obtidos para a Hsp70-1A. Indiretamente, a n8c observacéo de outras espécies
para a Hsp70-1A indicou que a forga idnica utiizada e o controle do tempo de utilizacdo das
amostras foram efetivos em prevenir a poli-dispersidade e a oligomerizacao tempo-
dependente observada nas CEM.

Como parciaimente discutido acima, 0s ensaios de ITC nortearam as condigbes de
saturacao pelos nucieotideos adenosina que foram utilizados nos ensaios de velocidade de
sedimentagdo. A concentracdo de nucleotideos adenosina utilizada (200 pmol/l) foi
aproximadamente 13 vezes maior que a concentragdo de Hsp70-1A nas amosiras mais
concentradas {1 mg/mL — 14 pymol/L), fornecendo uma boa condigao de saturacdo. Nessas
condicdes foi possivel executar os experimentos de velocidade de sedimentagao com uma
relacao sinal-ruido adequada, em comprimentos de onda entre 230 e 238 nm.

As analises dos experimentos de velocidade de sedimentagéo sugerem que a ligacao
dos nuclectideos MgATP e MgADP na Hsp70-1A provocaram pequenas mudangas
conformacionais que foram perceptiveis a técnica e que foi possivel interpreta-las através do
caloulo do s%gw. O sz2pw € dependente da concentragdo da proteina devido ao aumento da
viscosidade do sistema provocado pelo aumento da concentragdo protéica (Laue, 2001}, Os
dados obtidos indicam que a presengca de MgADP induziu pequenas mudancas
conformacionais, resultando em um s%,, um pouco superior aquele observado na auséncia
do nucleotideo (s%q., ADP = 4,21 S). Ja na presenga do nucleotideo MgATP (s%q., ATP =
4,44 S), a mudanga conformacional foi mais evidente em relagdo aoc estado livre de
nucleotideos e na presengca de MgADP. Benaroudj ef al. (1995) também relatam que
amostras de Hsc70 contendo ATP apresentam um s maior do que na auséncia de ATP (4,9
S versus 4,3 S, respectivamente). Considerando os valores de D%;,, determinados para a
Hsp70-1A na presenga de MgADP e MgATP e a relagdo s/D, os valores de MM
determinados para a Hsp70-1A na presenga de nucleotideos estao préximos aos da particula
monomérica em solug¢do (71 kDa). Os dados hidrodindmicos obtidos sugerem a existéncia de
pelo menos trés diferentes estados conformacionais na presencga de nucleotideos adenosina,
assumidos pela proteina Hsp70-1A; ¢ estado nalivo na auséncia de nucleotideos, um estado

na presenga de ADP e outro na presenga de ATP. E bom enfatizar que esses dados
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representam a média conformacional do sistema, pois a iécnica de velocidade de
sedimentacao fornece dados referentes & média temporal das diversas conformacgdes da
proteina (Waxman et al., 1994).

Analise por SAXS da proteina Hsp70-1A na auséncia e na presenga de MgATP ou MgADP

Os experimentos de SAXS para a Hsp70-1A sugerem, pela andlise do perfil da curva
da p(r), que essa proteina possul uma forma prolata alongada (Feigin & Svergun, 1987).
Entretanto, a adicdo des nucleotideos adenosina (MgATP ou MgADP) as amostras de
Hsp70-1A nao provocou grandes mudangas na forma da Hsp70-1A, como analisado pelo
perfil das curvas da p(r) (Feigin & Svergun, 1987). Esses dados ndo s&o condizentes com
dados publicados para a Hsc70 bovina (Wilbanks ef al., 1995) e DnaK (Shi ef al., 1996). A
Hsc70 bovina na presenca de MgATP apresenta uma curva da p(r) similar & obtida para a
Hsp70-1A, possuindo uma forma prolata alongada (Wilbanks ef al., 1995). Para as amostras
de Hsc70 na presencga de ADP, € mostrada uma considerdve! modificacio no perfil da curva
da p(r) em relagéo & amostra com ATP (Wilbanks ef al., 1995). Na presenca de MgADP, a
curva da p(r) da Hsc70 bovina apresentou 2 maximos bem definidos, o que sugere uma
particula espalhadora com dois loébulos relativamente separados (Wilbanks ef al., 1995:
Svergun & Koch, 2003). Para os experimentos da DnaK (Shi et al., 1996), apenas resultados
para a proteina sem aditivos e com MgATP estao disponiveis e, nessas condi¢gbes, a curva
da pfr) tambem apresentou um perfil multi-lobular com consideraveis diferencas provocadas
pela presenga de MgATP. Nos trabalhos de Wilbanks et al. (1995) e Shi et al. (1996), as
principais diferencas em relagdo aos dados obtidos para a Hsp70-1A estdo na constituicdo
do solvente; © que pode justificar as diferencas observadas. Os dados apresentados por
Wiibanks et al. (1995) para a Hsc70 bovina foram obtidos em tampao MOPS (10 mmol/L)
contendo 150 mmol/L. de KCI. Nessas condi¢bes, seria favorecida a hidrolise de ATP (Ha &
McKay, 1994), que foi estimada pelos autores em aproximadamente 5% (Wilbanks ef al,
1995), e a oligomerizagdo da proteina (Shi ef al., 1996). Wiibanks et al. (1995) considera a
oligomerizagdo como um fator para justificar as mudangas no perfil da curva da p(r) na
presenca de MgADP. No trabalho de Shi ef al. (1996) para a DnaK, as condi¢Bes utilizadas
sao otimas para controlar a oligomerizag@o observada em alta forga ibnica. Assim, os dados
apresentados para a DnaK, com o objetivo de monitorar o efeito da adigdo de ATP, foram
obtidos em 1 mmol/L de Tris-HCI, e somente nessas condicbes Shi ef al. (1996) considera a
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proteina no estado monomérico. Para realmente ser possivel usar a constituigdo do scivente
para justificar as diferengas observadas no perfil da curva da p(r) da Hsp70-1A, dever-se-ia
realizar ensaios de SAXS em condicbes similares aquelas realizadas pelos autores do
trabalho de Wilbanks ef a/., (1995) com a Hsc70 bovina, uma proteina com alta identidade
com a Hsp70-1A. Porém, essas discrepancias sugerem a importéancia dos fons na
conformacéao da proteina Hsp70-1A.

Os valores do Ry determinados para a Hsc70 bovina (Wilbanks ef al., 1995} e Dnak
(Shi ef al., 1998) sofrem variacio devido a adigdo dos nucleotideos adenosina nas amostras
de proteinas. Enfretanto, os valores do Ry caiculados a partir das curvas das p(r) para a
Hsp70-1A néo foram varidveis. O Ry esta relacionado a mudangas conformacionais, pois ele
esta conexo ao centro de massa inercial dos centros eletrdénicos da particula espalhadora e
assim ao perfil da curva da p{r). Como as curvas das p(r) da Hsp70-1A foram similares nas
diferentes condicdes experimentais estudadas, variagbes no R, da Hsp70-1A n&o foram
observadas. Entretanto, mesmo considerando essas diferengas no perfil da curva da p(r), ©
Dpmax Observado para as Hsc70 bovina, DnaK e Hsp70-1A, foram entre 112 a 130 A (Wilbanks
ef al, 1995; Shi et al., 1996). A importancia dessa informagdo serd mais bem discutida
abaixo, juntamente com os dados das GrpEs humanas (item 5.4.4 de Discuss&o).

Os resultados de SAXS da proteina Hsp70-1A foram obtidos em condigbes de baixa
forca ibnica para controlar a oligomerizagéo tempo-dependente, em baixa concentragéo de
fons K* para prevenir a hidrdlise de MgATP, e na presenga de ions fosfato (item 5.1.2 de
Resultados). Nessas condigbes experimentais, a Hsp70-1A néc sofreu processo de
oligomerizagao ou agregagao, em baixas concentracdes de proteina, conforme avaliado por
UAL (item 5.1.7 de Resultados). A hidrélise de ATP tambem foi controlada, como
indiretamente observado pelos ensaios de desenovelamento térmico monitorado por CD e
pelos experimentos de ITC (itens 5.1.4 e 5.1.6 de Resultados, respectivamente). Porém, os
dados de SAXS obtidos para a Hsp70-1A na presenca de MgATP apresentaram indicios de
agregagdo que podem interferir nos resultados finais obtidos, tanto que a estimativa da UM
da Hsp70-1A na presenca de MgATP foi de aproximadamente 100 kDa contra 77 kDa nas
demais condigdes (auséncia de nucleotideos e na presenca de MgADP). Essa agregacéo foi
provavelmente devido & alta concentragéo utilizada nos experimentos de SAXS.
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Os modelos ab initic da Hsp70-1A nas diferentes condigdes experimentais

A partir dos dados de SAXS, foram construidos modeios ab inifio nas diferentes
condigbes experimentais. Os modelos foram construidos a partir da superposicio de 10
modelos gerados de maneira independente, para assim, minimizar 0s erros inerenies ao
processo de modelagem e ajuste da curva (Svergun & Koch, 2003). Esses erros podem ser
resultantes de diferentes modelos gue se ajustam & mesma curva da i(g). A andlise da curva
da /(q) dos modelos finais, pelo ajuste nas curvas das /{g) obtidas experimentalmente, mostra
a qualidade dos modelos obtidos. '

A analise hidrodinamica dos modeios pelo programa HydroPro também sugere que os
modelos ab initio gerados para a Hsp70-1A na auséncia de nucleotideos e na presenga de
MgADP foram mais condizentes com os dados experimentais. Tanto na auséncia de
nucleotideos adenosina quanto na presenca de MgADP, os parAmetros hidrodindmicos
experimentais (s(}g@!w e D%, e os estimados para 0s modelos ab initioc foram bem
condizentes, o que enfatiza a qualidade desses modelos ab initio. O modelo ab initio para a
Hsp70-1A na presenga de MQATP apresentou discordancia entre os pardmetros
hidrodinamicos (s%gw © D%;g,) avaliados pelo programa HydroPro e os dados obtidos
experimentalmente. Esta discordancia corrobora a hipétese de que a agregacéo prejudicou,
em parte, a construgdo do modelo ab initio da Hsp70-1A na presenca de MgATP. Os
experimentos de SAXS para a proteina Hsp70-1A na presenca de MgATP devem ser
repetidos para avaliar os efeitos da suposta agregacéo.

Superposigdo dos modelos ab initio da Hsp70-1A com estruturas em alta resolugcdo dos

dominios das Hsp70

Os modelos ab initio construidos a partir dos dados de SAXS foram superpostos com
as estruturas em alta resolugdc de dominios da proteina Hsp70 disponiveis no PDB. O
modelo ab initio construido para a Hsp70-1A na presenca de MgATP também foi utilizado,
mesmo considerando gue ele pode ndo ser um bom modelo e que existe a necessidade de
novos experimentos de SAXS a fim de avaliar a influéncia da agregacdo observada.

A estrutura em alta resolugdo do dominio DLN que foi utilizada para sobrepor aos
modelos ab initio da Hsp70-1A possui 100% de identidade, na seqiiéncia de aminoéacidos,
com a Hsp70-1A na seqléncia primaria do DLN. Esta estrutura foi obtida a partir de um
cristal do DLN formando complexos com ADP (codigo PDB nimero 1HJO — Osipiuk et al.,
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1899). Tambeém fol utilizada uma estrutura em alta resolucdo do DLS da DnaK de £. cofi
formando complexcs com um peptideo substrato (cédigo PDB numero 1DKX — Zhu ef al,,
1996) e que apresenta somente 46% e 81%, de identidade e similaridade, respectivamente,
entre 0s aminoacidos 411 a 635 com o DLS da Hsp70-1A. Existem modelos em alta
resolucdo do DLS de proteinas oriundas de mamiferos e gue possuem maior similaridads
com a Hsp70-1A na regido do DLS, eniretanto © modelo do DLS da DnaK foi escolhido
porque ele cobre uma seqléncia de aminoécidos maior do gue os demais modelos
disponiveis.

A superposicado do modeio ab initio obtido para a Hsp70-1A na auséncia de adilivos
acomodou satisfatoriamente as estruturas em alta 'resolugéo representadas pelos DLN e
DLS. Se for considerado que os dados hidrodinamicos experimentais e preditos para o
modelo ab initio foram compativeis, é possivel concluir gue este modelo ab inifio representa
uma das principais conformagdes da Hsp70-1A na auséncia de aditivos. O modelo ab initio
da Hsp70-1A na presenca de MgATP, mesmo sem apresentar boa concordéncia com os
dados hidredinamicos experimentais, apresenfou uma superposicdo satisfatoria com as
estruturas em alta resolugdo. Entretanto, o modelo ab initio da Hsp70-1A na presenca de
MgADP nao apresentou uma superposicdo adequada com tais modelos em alta resolugao,
principalmente na regido do DLN e na regiao central do modelo ab initio. Essa superposicao
insatisfatoria ocorreu, ainda que 0s modelos em alta resolugdo representem as estruturas na
presenca de ligantes (ADP e substrato) e que os dados hidrodinamicos avaliados, para o
modelo ab inifio da Hsp70-1A na presenca de MgADP, foram concordantes com os dados
hidrodindmicos experimentais. Uma possivel explicacdo para tal fato, pode ser a influéncia
da presenca dos demais ions na conformacgdo geral da proteina e a auséncia do substrato
ligado a Hsp70-1A. Como discutido acima, o perfil da curva da p(r) da Hsc70 bovina sofreu
uma grande mudanca devido a presenca de MgADP (Wilbanks et al., 1995).

Apesar destas consideracdes, de forma geral, os modelos ab initio construidos para a
Hsp70-1A acomodaram adequadamente os modelos em alta resolucdo dos dominios de
proteinas Hsp70. Porém, dependendo da condicdo experimental, a posigéo relativa desses
dominios foi modificada para melhorar a acomodacéo no modelo ab initio. 1sso sugere que a
ligagédo do nucleotideo adenosina ac DLN provocou mudangas conformacionais na Hsp70-1A
sem resultar em mudancgas no formato geral da proteina. Como a resolucdo dos dados de
SAXS foi de aproximadamente 25 A, os detalhes atdmicos dessas mudancas

conformacionais ndo podem ser evidenciados. Também deve ser considerado que lais
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modelos em alta resolugéo foram obtidos de dominios em uma Unica conformacéo espacial,
como por exempio, ¢ DLS ligadec a um substrato, o qual, talvez, ndo seja a melhor
conformagao para a superposicdo da proteina na presenca de MgATP. Da mesma forma, o
DLN foi cristalizado em complexo com o ADP e pode ndo represeniar a melhor conformagao
do modelc ab inifio sem aditivos e com ATP. Um outro fator que deve ser levado em
consideracao é gue os modelos em alta resolucdo (cédigo PDB nimero 1HJO e 1DKX) ndo
representam a proteina Hsp70-1A completa, pois faltam aminoacidos em ambas as
exiremidades aminc e carboxi-terminal. Assim, é possivel que exista densidade elstrdnica
em excesso representada no modelo ab initic da Hsp70-1A gue ndo possui equivalente nos
modelos em alla resolugdo. Apesar das consideracbes apresentadas, as andlises da
superposicao dos modelos ab initic com os modelos em alta resolugéo sugerem que mesmo
sem modificar o formato geral da Hsp70-1A, os nucleotideos adenosina podemn induzir uma
reorientagfo dos dominios da proteina. Essa hipdtese sugere que os nucleotideos adencsina
provocam uma serie de pequenas mudangas conformacionais que s&o responséveis pela
reorganiza¢ao dos dominios e pela ligagao ou liberagio do substrato.

5.1.7 Consideracoes finais acerca da proteina Hsp70-1A

Os resultados obtidos para a Hsp70-1A sugerem que a proteina foi expressa em
guantidade e purificada como uma fracdo monomérica, sendo que todos os experimentos
apresentados foram realizados com essa fracdo. A Hsp70-1A apresentou indicios de
oligomerizagao tempo e concentragao-dependente, sendo essa parcialmente controlada pela
solucao preparada e pelo tempo de utilizacdo da amostra apés armazenagem. A proteina
apresentou estrutura secundaria caracteristica para proteinas o/ estruturadas, condizentes
com os dados da literatura, € com indicios de ganho de estrutura devido & adico de MgATP
ou MgADP. Os ensaios de desenovelamento térmico também mostraram um ganho de
estabilidade térmica que pode ter sido ocasionada pelo ganho de estrutura secundaria ou por
uma maior compactac@o provocada pela ligacdo do nucleotideo no DLN; sugeriram ainda,
que o tratamenic com a enzima fosfatase alcalina &cida proporcionou uma amostra de
Hsp70-1A sem contaminagé@o pelos nucleotideos adenosina. Dados de ITC mostraram que a
Hsp70-1A possui maior afinidade por MgADP do que por MgATP, nas condicdes testadas,
sendo que as constantes de dissociacio podem ser da ordem submicromolar, como

mostrado para outras Hsp70. Indiretamente, tanto os experimentos de desenovelamento
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térmico e de ITC sugerem a auséncia da hidrolise de ATP (ou que esta foi desprezivel) e a
auséncia de nucleoctideos contaminantes naquelas condigbes experimentais — uma condicao
necessaria para o estudo conformacional da proteina em equilibrioc com os nucleotideos. A
maior afinidade da Hsp70-1A por MgADP pode ser explicada pela presenca dos aditivos no
tampéo como, por exemplo, fons fosfato e potassio. Essas informagbes foram importanies
para padronizar a quantidade de nucleotideos nos experimentos de uliracentrifugagao
analitica e garantir uma condigao de saturag@c dos nuclectideos em relacac 4 proteina
Hsp70-1A. Os experimentos de UAL mosiraram a auséncia de oligomerizacaoc ou agregacéo
nas condicbes experimeniais utilizadas e que os nuclectideos (MgADP ou MgATP)
provocaram pequenas mudancgas conformacionais na Hsp70-1A. Os experimentos de SAXS
indicaram que o0s nucleotideos MgATP e MgADP provocam pequenas mudangas
conformacionais na Hsp70-1A, porém sem modificar o formato da particula em solugéo.
Esses dados sugerem que pequenas mudancas conformacionais ocasionadas pelos
nucleotideos adenosina resultam da reorganizacéo dos subdominios e dominios da Hsp70-
1A.

Considerando o mecanismo funcional das Hsp70 proposto por Mayer et al., {2000},
apresentado na figura 1, os dados obtidos para a Hsp70-1A sugerem que a abertura ou
fechamentc da “tampa” (representada pelo DLS2) na presenga de ATP e ADP,
respectivamente, na realidade pode ser uma reorganizagdo conformacional da proteina
devido a uma reorientacdo do DLS2 que poderia expor o sitio de liga¢do de substratos das
Hsp70. A auséncia da “tampa” nao prejudica a ligacao de substratos ao DLS1 e nem a auto-
regulagao do DLN da Dnak (Pellecchia et af., 2000) e também ndo muda o formato geral da
Hsc70 bovina em relagdo a proteina completa (Wilbanks ef al, 1995). Estas informagoes
enfatizam a necessidade de uma reorganizagdo conformacional do DLS1 para ligar o
substraic e da suporte a hipdtese de reorientagdo do DLS2 sem grandes mudangas
conformacionais na estrutura das Hsp70.

Devido ao fato das Hsp70 serem proteinas modulares, constituidas por dois dominios
gue interagem e possuem um sistema de auto-regulacéo, € dificil obter um cristal proteico
para estudar tais mudangas conformacionais em nivel atdmico (Mayer et al, 2001). No
entanto, ensaios de modelagem molecular direcionada por homologia e dindmica molecular
podem ajudar a obter um melhor ajuste entre um modelo em alta resolugéo construido por
homologia e os modelos ab initio obtidos a partir dos dados de SAXS. A utilizac&o de dados

estruturais em baixa resolucéo, obtidos por técnicas como SAXS ou microscopia eletrbnica,
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podemn auxiliar na construg@io de modelos ab initio que expliguem o formato geral da
particula. Estas informagOes também podem explicar algumas mudancas conformacionais
sofridas por proteinas em solug&o que n&o séo explicadas pelas estruturas em alta resolugéo
(Svergun & Koch, 2003). Ja estao disponiveis programas computacionais que realizam a
superposicdo da estrutura em afta resolugdo no modelo ab initio gerade por SAXS ou
microscopia eletronica com um minimo de discrepancia (Tama et al, 2004). Esses
programas sao capazes de flexibilizar a estrutura em alta resolucio para melhor ajustar aos
modelos em baixa resolugéo e podem ajudar a explicar muitas diferencas conformacionais
vistas entre 0s modelos ab inifio e modelos cristalograficos (Svergun & Koch, 2003). Deste
modo, em conjunto com as informagdes de baixa resolugéo, poder-se-ia propor modeios que
expliguem melhor as propriedades da Hsp70-1A e outras Hsp70. Também poderdoc auxiliar
na identificagdo de aminoacidos na superficie de contato entre o DLN e DLS que fazem
contatos para transferir as informagfes para a ligagao e liberacéo dos substratos. Com esses
modelos gerados por homologia também seria possivel propor mutantes sitios-especificos
que comprovassem e justificasse o melhor modelo funcional para essa importante

maquinaria.
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Figura 40: Posicionamento espacial relativo do triptofano localizado no DLN das
proteinas Hsp70-1A e Dnak. a) Estrutura em alta rescluggo {(cédigo PDB ntmero THJO)
do DLN de uma proteina Hsp70 humana, que apresenta 100% de identidade nesse
dominic com a Hsp70-1A em estudo, mostrando que seu residuc de triptofano (WS0),
representado em azul, esta localizado espacialmente em um ambiente protegido do meio.
b) Respectivo DLN da proteina DnaK de E. coli (codige PDB nimero 1DKG) com o seu
unico residuo de triptofano (W102), representado em magenta, em um ambiente
relativamente mais exposto ao solvenie. Sdo também mostrados os subdominios DLNT e
DLN2 das Hsp70. O triptofano localizado no DLN da Hsp70-1A parece estar mais protegido
do meio do que o seu correspondente na DnaK (veja item 5.1 da Discusséo para detalhes).
O cristal da proteina representada pela figura a (cddigo PDB numero 1HJO ~ Osipiuk ef al.,
1999) foi obtido em complexos com ADP. A estrutura apresentada em b (cédige PDB
nimero 1DKG) representa o DLN da DnaK formando um complexo cristalino com a
EcGrpE (ndo mostrada) em uma conformacéo 6tima para interagdo com o ATP (Harrison
et al., 1997).
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B.2 Mortalinag

As Hsp70 sao classificadas em 3 subfamilias e as proteinas presentes em bactérias e
mitocondria de eucariotos s&o dependentes do auxilio da co-chaperone GrpE para sua
reciclagem (Liberek ef a/, 1991) devido a caracteristicas da interface da fenda de ligagéo de
nucleotideos adenosina (Brehmer ef al, 2001). A principal motivacdo para obter uma
representante humana da subfamilia DnaK foi estudar a interagdo dessas com as GrpE
humanas. Brehmer sf al. (2001} mostra que as proteinas GrpE sfo capazes de interagir
apenas com as Hsp70 da subfamilia Dnak, influenciando, assim, a troca de ADP por ATP no
DLN. Entretanto, Choglay et al. (2001) demonstra que a GrpE#1 humana é capaz de interagir
fracamente com uma Hsc70 humana citoplasmética. No entanto, a proteina GrpE#1 humana
utilizada por Choglay et al. (2001) apresenta o peptideo sinal para enderecamento da
proteina para mitocdndria, o qual pode interagir com as Hsp70 citoplasmaticas em sua via de
transporte atraves da membrana (Matouschek, 2003). O sitio de interagdo das Hsp70 por
substratos tem afinidade por regides hidrofdbicas flanqueadas por residuos de aminoécidos
positivos (Rudiger ef al, 1997), caracteristicas apresentadas por peptideos sinais de
enderegamento para a mitocondria (Matouschek, 2003). Os estudos da interacdo entre as
GrpEs humanas e a mortalina, uma Hsp70 humana mitocondrial, sdo importantes para a
caracterizag@o das GrpEs e para compreender o por qué da existéncia de duas GrpEs em
mitocdndria de organismos eucariéticos.

Outros fatores que também motivaram a obtencédo da mortalina foi a possibilidade de
estudos comparativos com a Hsp70-1A. Por exemplo, nos experimentos de fluorescéncia de
triptofano da Hsp70-1A, que apresentou resultados diferentes aos observados para a Pnak.
A mortalina possui apenas um residuo de triptofano localizado no DLN e, na mesma posicdo,
na seqiéncia de aminoacidos, que o residuo de triptofano da DnaK. A Hsp70-1A possui dois
residuos de triptofano em sua seqUéncia de aminoécidos, sendo um localizado no DLN e
outro no DLS. O residuo de triptofano localizado no DLN estd em uma posicio na estrutura
terciaria diferente da qual esta o tinico residuo de triptofano da DnaK (Figura 4). Tais estudos
comparativos também podem ser monitorados pelas demais técnicas utilizadas para 0s
estudos da Hsp70-1A, como, por exemplo, a ITC, UAL e SAXS, ajudando a compreender o
mecanismo de funcionamento dessa importante maquinaria no metabolismo de proteinas.
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5.2.1 A proteina mortalina foi obtida como um agregado protéico

A mortalina foi clonada no vetor pET28a e expressa; sua purificagdo, porém, resultou
em possiveis agregados protéicos, como sugerido pelas analises de CEM e pelos ensaios de
dicroismo circular. Diferentes condigbes de induco e tentativas de re-enovelamento, apds
desenovelmaneo por uréia, ndo resultaram em melhoras para a obten¢dc da proteina
monomérica. Como resullados interessantes podem ser obfidos a partir do estudo da
mortalina, novos experimentos devem ser realizados no intuito de obié-la em sua eslrutura
nativa. A possibilidade de clonagem do cDNA da proteina mortalina em oulros velores para
expressdo em fusdo com outras caudas para purificagdo por afinidade, ou na auséncia
dessas para purificagdo por troca ibnica, poderao ser aplicados no futuro.
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5.3 Hsp40

As Hsp40 séo as principais co-chaperones das Hsp70. Essas protelnas s&o capazes
de estimular a atividade ATPase das Hsp70 (Hendrick ef al., 1993; Laufen et al, 1999) e
também possuem atividade chaperone intrinseca, o que as tomam ftransporiadores de
substralos para as Hsp70 (Karzai & McMacken, 1998). As Hsp40 apresentam alta
diversidade, sendo caracterizadas pela presenga de um dominio altamente conservado
chamado de dominio J (Cheetham ef af, 1998). As Hsp40 séo classificadas em 3
subfamilias, segundo a presenca de regiBes conservadas em suas seqléncias de
aminoacidos (Cheetham ef al,, 1998; Mayer ef al,, 2001). Para estudar as proteinas Hsp40
de origem humana, foram obtidos os cDNAs de duas proteinas pertencentes & subfamilia A e
B, a DjA1 e a DjB4, respectivamente. Os cDNAs dessas proteinas foram clonados em
velores de expressao em fus&o com a cauda de poli-histidinas localizada na extremidade
amino-terminal. Como as Hsp40 das subfamilias A e B sdo proteinas encontradas na forma
de dimeros, foi produzido um mutante de delecao da regiao carboxi-terminai da DjA1 para a
caracterizagdo de sua forma monomérica. Todas as proteinas foram bem expressas e o0s
processos de purificagio resultaram em proteinas com grau pureza superior a 95%. Os
ensaios para a caracterizaco dessas proteinas e a discussio dos resultados obtidos estao
apresentados no manuscrito apresentado no Anexo i (Borges, J.C., Fischer, H., Craievich,
A.F. & Ramos, C.H.I. (2004) Low-resolution structural study of two human Hsp40 chaperones
in solution. DjA1 from subfamily A and DjB4 from subfamily B, have different quaternary
structures. J. Biol. Chem., submetido). De maneira geral, as analises estruturais das Hsp40
humanas mostraram que as proteinas DjA1 e DjB4, das subfamilias A e B, respectivamente,
possuem diferencas na estrutura quaternaria e na atividade de chaperone molecular.
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5.4 GrpE

As proteinas GrpE sao fatores de troca de nucleotideos adenosina do sistema
chaperone Hsp70 (Liberek et al., 1991; Szabo ef al., 1994; Harrison et al., 1997), podendo
agir também na dissociagdo dos subsiratos pela interacdo com o DLS das Hsp70 (Harrison
ef al, 1997, Mally & Witt, 2001; Chesnokova sf al, 2003} ou prevenindo a ligacdo dos
substratos {Brehmer ef al, 2004). Além disso, elas podem exercer uma funco de
termosensor para o sistema Hsp70 (Grimshaw ef al, 2001; Groemping & Reinstein, 2001;
Gelinas et al, 2002; Grimshaw ef al, 2003; Gelinas ef al, 2003). Os organismos
procaridticos, como E. coli e 7. thermophilus, possuem apenas uma isoforma das GrpE que
sdo bem caracterizadas estrutural e funcionalmente (Harrison et al, 2003). Entretanto,
existemn pelo menos duas isoformas de GrpE em organismos sucaridticos superiores, sendo
que as GrpEs oriundas de miloctndria de mamiferos apresentam fungdes e distribuicéo
similares (Naylor ef al, 1998). No gencma humano foram identificados dois genes (genes
GRPEL1 e GRPELZ) que codificam seqgiéncias de aminoacidos similares as proteinas GrpE
e tambem alguns pseudogenes, provavelmente originados por fenémenos de recombinagéo,
duplicagao e inversao génica (Choglay ef al., 2001). Esses dados sugerem que os genes das
Grpks humanas s&o evolutivamente antigos no genoma humano. Porém, qual € a
necessidade de duas proteinas homdlogas com fun¢des similares no interior de um mesmo
compartimento intracelular? Com o objetivo de compreender e tentar responder esta
pergunta, foram realizados experimentos para a caracterizagcao da estrutura e da estabilidade
das duas GrpEs encontradas na mitocOndria de humanos. De maneira geral, as GrpEs
apresentam estruturas quaternarias similares, porém foram observadas algumas diferencas
tanto na forma quanto na estabilidade dessas proteinas. Os dados sugerem que, apesar da
similaridade na seqUéncia primaria e quaternaria, as GrpEs humanas podem apresentar
diferentes fungdes e/ou afividades na troca de nuclectideos adenosina das Hsp70
mitocondriais.

5.4.1 Clonagem do cDNA, expressao e purificagdo das proteinas GrpEs humanas

Os cDNAs completos das GrpEs humanas foram obtidos e clonados em vetores de
expressdo, porém, as primeiras tentativas de purificacdo da proteina GrpE#1 nao foram bem
sucedidas devido & sua agregacac (dados nac mostrados). A analise da sequéncia de
aminoacidos das Grpks humanas mosirou a presenca de peplideos sinais responsaveis pelo
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direcionamento das proteinas para a mitocdndria — fato condizente com o observado para as
Grpks de outros mamiferos (Naylor ef al., 1998). Apés novo procedimento de clonagem do
¢DNA da GrpE#1, no qual a seqiliéncia de cDNA correspondente ao peptideo sinal foi
excluida da seqUéncia de nucleotideos da GrpE#1, a proteina foi expressa e obtida na forma
soluvel e com estrulura secundaria compativel & esperada para proteinas ricas em estrutura
secunddria em o-hélices, como a EcGrpE (Harrison ef al., 1997). A GrpE#1 foi expressa e
purificada na forma solvel, mesmo na auséncia de sal, e a discussio dos resultados obiidos
para a Grpk#1 estdo descritos no artigo publicado e apresentade no anexo IV {Borges ef al,,
2003).

De forma similar & GrpE#1, o cDNA da GrpE#2 foi também clonado sem a seqliéncia
de nucleotideos responsavel pela codificagdo do peptideo sinal de exportacdo para a
mitocOndria. No entanto, diferente da GrpE#1, a GrpE#2 apresentou baixa solubilidade e
estabilidade em solugbes com baixa forga idnica, fatos que provavelmente inviabilizaram os
procedimentos de purificagdo da proteina por troca idnica. Assim, o ¢cDNA da GrpE#2 foi
clonado em fusdo a cauda de poli-histidina, expressa e as células lisadas em alta forca
idnica, resultando na proteina sollvel e estavel. Assim, o processc de purificacdo pbdde ser
realizado por cromatografia de afinidade seguida de uma CEM preparativa, ambas em alta
forga i0nica, resultando na proteina HisGrpE#2 na forma pura e estavel. A cauda de poli-
histidina da HisGrpE#2 foi clivada através da protedlise limitada com a enzima trombina e foi
obtida a GrpE#2 com aproximadamente 22 kDa, analfisada por SDS-PAGE. A GrpE#2
apresentou uma MM menor em aproximadamente 2 kDa do que a MM apresentada pela
HisGrpE#2, enfatizando a eficiéncia do processo de protedlise limitada. Como discutido
acima, a GrpE#2 apresentou estabilidade apenas em condigcdes de alta forca idnica (500
mmol/L. de NaCl), enquanto a GrpE#1 foi sollivel mesmo na auséncia de sal (Anexo IV —
Borges et al, 2003). Portanto, foi necessério caracterizar a estabilidade da GrpE#1 nas
mesmas condicbes experimentais que a GrpE#2, com o intuito de estudos comparativos

entre essas duas proteinas.

65.4.2 As proteinas GrpEs humanas possuem diferentes quantidades de estrutura

secundaria

Os ensaios de CD das GrpEs humanas sugerem que essas proteinas possuem alo

conteudo de estrutura secundaria do tipo o-hélices. Porém, a GrpE#2 apresentou menor
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quantidade de sinal de CD a 208 e 222 nm e, porianic menor quantidade de estrulura
secundaria guando comparada a GrpE#1. Comparando o perfil do espectro de CD das
GrpEs humanas com a EcGrpE, é possivel concluir que a GrpE#1 possui uma maior
similaridade com o espectro apresentado pela EcGrpE (Grimsahw ef al.,, 2001; Gelinas el al,
2002) do gue a GrpE#2. Esses dados sugerem que a GrpE#2 pode ser uma proteina com
menor quantidade de estrutura secundaria, podendo apresentar seguimentos mais flexiveis,
do que a GrpE#1.

5.4.3 As proteinas GrpEs humanas possuem diferenies estabilidades

Os experimentos de desenovelamento térmico das GrpEs humanas sugerem que
essas proteinas sofreram uma ténue perda de esfrutura secundaria entre as temperaturas de
20 a 40 °C, sendo que essa perda foi mais aceniuada para a GrpE#1 do que para a GrpE#2.
A EcGrpE também apresenta urn perfil de desenovelamento térmico similar entre 20 a 40 °C,
com iénue perda de sinal de CD, gue esta relacionada a perda da estrutura das duas longas
a-hélices e, assim, com a funcBo de termosensor da EcGrpE (Grimshaw el ai., 2001,
Grimshaw ef al., 2003; Gelinas et al., 2003). Em temperaturas superiores a 40 °C, a perda de
estrutura secundaria das GrpEs humanas foi mais acentuada e resultou no desenovelamento
parcial das proteinas com a detecgdo de Tms bem definidas. A primeira Tm foi maior para a
GrpE#1 em comparagdo a GrpE#2 (53 °C versus 50 °C, respectivamente) nas condi¢des
testadas. Os dados da literatura também mostram que a EcGrpE possui uma Tm em 50 °C
(Grimshaw et al., 2001; Gelinas et al.,, 2002). Esses dados sdo interessantes, pois na regiao
das longas a-hélices a similaridade entre a EcGrpE e a GrpE#2 é maior do que entre a
EcGrpE e a GrpE#1.

O perfil de estabilidade similar entre a GrpE#2 e a EcGrpE também foi notado pela
andlise da presenca de uma segunda Tm em aproximadamente 76 a 78 °C. Entretanto, a
GrpE#2 sofreu agregagdo seguida de precipitagdo, enquanto a EcGrpE € parciaimente
reversivel nas condi¢Oes testadas (Grimshaw ef al., 2001, Gelinas et al., 2002; Grimshaw ef
al., 2003; Gelinas et al., 2003; Brehmer ef al., 2004). A GrpE#1 n&o perdeu totaimente o sinal
de CD em A de 222 nm, mesmo quando aquecida a 90 °C, mas sofreu agregacdo em
temperaturas superiores ao primeiro Tm, como avaliado por DSC (Anexo IV — Borges ef al.,
2003). A EcGrpE também apresenta sinal da presenga de estrutura secundaria mesmo
quando aquecida a 90 °C (Grimshaw ef al,, 2001; Gelinas ef a/,, 2002; Grimshaw et al., 2003;
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Brehmer ef al, 2004). Estas informagfes sugerem que a GrpE#1 e a EcGipE também
compartiiham estabilidades térmicas similares entre alguns de seus dominios. A GroE#1
apresenta maior similaridade — do que a GrpE#2 — com a EcGrpE na regi&o correspondente
ao feixe de 4 hélices, regifio que € responsavel pela estabilidade do dimero da EcGrpE
{(Gelinas ef al, 2002). Um exemplo da importancia dos dominios e das regiBes conservadas
na estabilidade térmica e quimica da EcGrpE é apresentado no trabalho de Brehmer of al.
(2004). A delecao dos primeiros 36 residuos de aminoacidos da EcGrpE ocasiona a
irreversibilidade do reenovelamento térmico e quimico da proteina quando monitorado por
CD.

Os ensaios de desnaturagéo induzida por uréia também mostraram que a GrpE#i e a
GrpE#2 possuem diferentes estabilidades. A GrpE#1 apresentou um perfil de
desenovelamento cooperativo sugerindo que seus dominios possuem estabilidades similares
a agentes quimicos. A GrpE#2 foi desenovelada com pelo menos duas transicbes em
concentragbes de ureia superiores do que a GrpE#1, indicando que seus dominios possuem
diferentes estabilidades. Considerando as caracteristicas de estabilidade frente a
desnaturantes quimicos, a GrpE#2 apresentou resultados mais similares aos da EcGrpE,
pois esta proteina também foi desenovelada em miiltiplas etapas (Gelinas et al., 2002).
Entretanto, a EcGrpE suporta condicdes de baixa forga ibnica (Grimshaw et al., 2001;
Gelinas et al., 2002), condicao em que a GrpE#2 foi instavel, mas que a GrpE#1 apresentou
estabilidade (Anexo IV — Borges ef al., 2003). Estas informagdes sugerem que a EcGrpE e a
GrpE#1 também possuem similaridades em relagéo a estabilidade quimica.

Os estudos de estabilidade térmica mostraram que a GrpE#1 possui maior resisténcia
a desnaturag&o termica do que a GrpE#2 e a EcGrpE. A menor estabilidade térmica da
GrpE#2, em comparagdo a GrpE#1, também pode ser avaliada pelo fato de que ela foi
obtida, em quantidades adequadas no sobrenadante do lisado celular, quando as células
foram induzidas a express&o em baixas temperaturas. A GrpE#1 foi obtida em condigdes de
indugao em temperaturas superiores. Contudo, a GrpE#1 apresentou menor estabilidade nos
ensaios de desnaturag@o induzida por uréia do que a GrpE#2 e a EcGrpE. Os dados de
DSC, obtidos para a GrpE#1 e apresentados no Anexo IV (Borges et al., 2003), mostraram
que essa proteina ndo apresentou dependéncia da forga iénica do meio no seu
desenovelamento térmico. Entretanto, na avaliagdo da desnaturagio térmica monitorada por
CD, a aita forga idnica reduziu em 4 °C a primeira Tm da GrpE#1 quando comparado aos

dados obtidos em condigbes de baixa forga idnica (Anexo IV — Borges et al.,, 2003). Os dados
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de desenovelamenio térmico e guimico da GrpE#1 sugerem a influéncia da forga idnica na
estabilidade dessa proteina. No enianto, a inviabilidade experimental de realizar
experimenios com a GrpE#2 em condicSes de baixa forga ibnica e a auséncia de
informacbes disponiveis sobre a influéncia da forca ibnica na estabilidade iérmica da
EcGrpE, inviabilizaram as analises comparativas e restringiram as conclusdes. Devido a
irreversibilidade dos processos de desenovelamento térmico e quimico das Grpks humanas,
as analises mais apuradas foram prejudicadas, o gque dificultou na impefragdc mais
adeguada em relacdo a EcGrpE. Talvez, tentalivas de experimentos de desenovelamento
térmico em outras condigbes de forca ibnica, acidez e agentes de controle de pH possam
satisfazer a condicéo de reversibilidade e auxiliar na interpretacao dos dados.

5.4.4 As proteinas GrpEs humanas possuem estruturas guaternarias alongadas
Os ensaios de SAXS e 0s modeios ab initio para as proteinas GrpEs humanas

Foram realizados experimentos de SAXS para as GrpEs humanas para avaliar a
estrutura quaternaria e o formato destas proteinas em solug@c. Foram utilizadas duas
concentracdes da GrpE#1 (5,0 e 19,4 mg/ml) para coletar dados de SAXS, em baixa
concentragcdo de sal e nao foram observados indicios de agregacdo (Anexo IV — Borges et
al., 2003). Os dados da GrpE#2 foram obtidos em duas concentracdes (3,5 € 9,3 mg/mL) e
em alta forga ibnica, sendo que foram observados indicios de agregacé@o nos dados da
GrpE#2 na amostra em alta concentracéo (9,3 mg/mL). Estas diferencas de comportamento
das GrpEs humanas em alta concentragdo também evidenciam as dissimilaridades na
gstabilidade dessas proteinas. As analises das curvas de espalhamento e das curvas das
p(r) também evidenciaram a melhor qualidade estatistica dos dados de SAXS obtidos para a
GrpE#1 em comparagdo a GrpE#2. Esta diferenga na qualidade dos dados foram
provavelmente as limitagbes impostas pela agregacdo da amostra da GrpE#2 em alta
concentracdo. Contudo, os dados de SAXS mostraram que as GrpEs humanas possuem MM
compativeis & estrutura quaternaria dessas proteinas na forma de dimeros
(aproximadamente 42-44 kDa). Estes dados sugerem que mesmo com 0s problemas de
agregacgdo, os dados de SAXS da GrpE#2 apresentaram qualidade adequada para as
demais analises.

Os experimentos de SAXS das GrpEs humanas mostraram que estas proteinas séo

anisotrépicas e possuem uma forma geral prolata alongada, como analisado pelo perfil das
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curvas das pfr) (Feigin & Svergun, 1987). Os dados de SAXS foram utilizados para construir
modelos ab initio e a analises destes mositraram que a GrpE#1 e a GrpE#2 apresentam
estrutura quaterndria parecidas. Entretanto, possuem importantes diferencas no
posicionamento do dominio carboxi-terminal estruturado em folha B-pregueada (Figura 2 —
representado por EcGrpEsss.qe7). A GrpE#1 apresentou esse dominio na conformacio
correspondente ac do mondmero distal da EcGrpE (Anexo IV — Borges ef al, 2003);
enquanto a GrpE#2 apreseniou tal dominio mais parecido & conformagfo correspondente ao
do mondmero proximal, porém, ainda, de maneira insatisfatéria. Através da modelagem do
dominio carboxi-terminal da GrpE#1 dentro do envelope do modelo ab initic da GrpE#2, ele
pode ser ajustado satisfatoriamente dentro do envelope do modelo quando o dominio
carboxi-terminal foi posicionado em paralelo as duas longas a-hélices (dados né&o
mostrados). Os dados sugerem que a GrpE#2 ndo se apresentou, nas condigdes estudadas,
em nenhuma das conformacgdes dos mondmeros observadas na estrutura em alia resolucéo
determinado para a EcGrpE.

Os dados de SAXS obtidos para as GrpEs humanas mostram que as regides amino-
terminal apresentaram alguma estruturacéc e também que tais proteinas possuem Dpax de
aproximadamente 145-155 A. Com este tamanho, as GrpEs humanas sdo grandes o
suficiente para interagirem com ambos os dominios das Hsp70 em um mesmo ciclo de
interag&o, como proposto por Harrison et al. (1997), Mehl et al. (2001), Chesnokova et al.
{(2003) e Brehmer ef al (2004). Os dados para as Hsp70 sugerem que elas possuem
diametro maximo de aproximadamente 110 a 135 A nas diferentes condigdes experimentais
analisadas, como mostrado para a Hsp70-1A (item 4.1.1 de Resultados e 5.1.7 de
Discusséo), DnaK (Shi et al., 1996} e Hsc70 bovina (Wilbanks ef al., 1995).

As anélises hidrodindmicas das proteinas GrpEs humanas

As andlises hidrodinamicas por UAL também corroboraram a hipétese de que as
Grpks humanas apresentam diferentes propriedades biofisicas em solucdo e possuem
assimetria conformacional. A GrpE#1 apresentou um s%,, de 2,34 S que foi concordante
com os dados estimados para 0 modelo ab initio gerado a partir dos dados de SAXS e sem
problemas de agregacao (Anexo IV — Borges ef al., 2003). No entanto, a GrpE#2 apresentou
um 5%, de 2,80 S que foi dissimilar com os dados estimados pelo programa HydroPro, cujo
valor de s%;,, estimado para o modelo ab initio da GrpE#2 foide 2,30 S.
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O calculo da MM da GrpE#1 a partir dos dados hidrodinamicos foi concordante com 0s
dados esperados para a forma dimérica da proteina (Anexo IV — Borges ef al., 2003). Mas, a
MM estimada para a GrpE#2 a partir da relagao s/D foi maior ao valor calculado a partir da
seqléncia de amincacidos da proteina (50 kDa versus 44 kDa, respectivamente) e também
ao valor que foi calculado a partir dos dados de SAXS (aproximadamente 42 kDa). Os dados
hidrodinamicos sugerem que a GrpE#2 pode ndo ser 180 assimétrica quanio a GrpE#1 ou
que a GrpE#2 pode ser mais flexivel que a GrpE#1. Alguns autores discutem que particulas
assimeétricas ndo rigidas ou volumosas sofrem uma distorcéo no calculo do valor de s devido
a flexibilidade de segmentos da particula em solugéo que reduz a razao friccional quando
comparado a corpos rigidos (Laue ef al., 1992). Na verdade, os experimentos de velocidade
de sedimentagac medem a média temporal das particulas na solugdo, sendo que a razao
friccional esta relacionada & média temporal do formato da molécula. Assim, ndo & possivel
distinguir, utilizando UAL somente, particulas com alta assimetria e flexiveis {ou volumosas)
de moléculas rigidas com baixa assimetria (Waxman ef al., 1994). Os modelos ab initio
gerados a partir dos dados de SAXS podem ser considerados como sendo corpos rigidos,
porém, foram obtidos por uma técnica que também coleta informagdes correspondentes a
meédia temporal da densidade eletrdnica da particula espalhadora. No entanto, se forem
analisados conjuntamente apenas os dados hidrodinamicos determinados para as GrpEs
humanas e EcGrpE, cujo valor de sy, determinado foi de 2,7 S (Schonfeld ef al., 1995;
Schonfeld & Behlke, 1998}, a GrpE#2 foi mais similar & EcGrpE do que a GrpE#1.

As proteinas Grpks humanas sédo proteinas flexiveis

Os dados de SAXS obtidos para as GrpEs humanas, analisados pelo perfil do gréfico
de Kratky, sugerem que tais proteinas apresentam porgdes flexiveis e que a GrpE#2 possui
regides mais flexiveis do que a GrpE#1. Proteinas compactas apresentam a curva do grafico
de Kratky na forma de sino e proteinas com segmentos flexiveis diferem deste perfil (Doniach
ef al., 1995). A técnica de SAXS tambem € baseada em uma média temporal da densidade
eletrdnica da particula espalhadora. Assim, os dados de SAXS e de UAL mostraram que a
GrpE#2 possui em sua estrutura regides com flexibilidade e gque o corpo rigido representado
pelo modelo ab initio pode representar uma das principais conformacgdes da particuia.
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5.4.5 A similaridade entre as proteinas GrpEs humanas e a proteina EcGrpE

A andlise da similaridade na seqiiéncia aminoécidos entre as GrpEs humanas e a
EcGrpE sugere que em aiguns dominios a proteina GrpE#1 € mais similar a proteina
EcGrpE, enquanto que, em outro dominic, a proteina GrpE#2 é mais similar. Os dados de
estrutura secundaria, desenovelamento térmico e comportamento em solugdes contendo
baixa forga ibnica, sugerem que a GrpE#1 compartilha mais caracieristicas similares com a
EcGrpE do que a GrpE#2. Entretanto, em ensaios de desenovelamento térmico e quimico e
nas propriedades hidrodinadmicas, a GrpE#2 apresentou mais caracteristicas similares com a
EcGrpE do que a GrpE#1. Os experimentos de SAXS sugerem que ambas as GrpEs
humanas possuem um formato alongado, porém apresentam possiveis diferencas na
conformagao do dominic de interagdo com as Hsp70.

5.4.8 A relacao entre a forma e a termodindmica das proteinas GrpEs humanas

Dados termodinamicos de mutantes da EcGrpE, avaliados por DSC, mostram a
existéneia de 3 temperaturas de transicdo e que o sinal do desenovelamento térmico das
regibes correspondentes ac feixe de 4 hélices e rico em folha B-pregueada estao
superpostos na proteina nativa (Gelinas et al., 2003). O desenovelamento do dominio
carboxi-terminal rico em estrutura em fotha B-pregueada da EcGrpE possui uma Tm de
aproximadamente 77 °C e o feixe de 4 hélices da EcGrpE sofre o desenovelamento em
temperaturas superiores a 90 °C (Gelinas ef al., 2003). Os dados apresentados por Gelinas
et al. (2003) também sugerem que essas duas regides da EcGrpE estdo interligadas
termodinamicamente, pois as mutagbes realizadas em determinadas regides estabilizam um
dos dominios efou desestabilizam o outro. Considerando as informaces obtidas para as
GrpEs humanas, € possivel concluir que estas proteinas apresentam diferentes
estabilidades, principalmente nessas duas regides, como discutido abaixo.

A GrpE#2, que possui menor similaridade na regido do feixe de 4 hélices com a
EcGrpE, pode ter sofrido a desnaturaglo térmica do dominio rico em folha B-pregueada em
76 °C. Essa desnaturacéo levou a agregacdo da GrpE#2, possivelmente porque contatos
entre a regido rica em estrutura B-pregueada, gue poderiam estabilizar o feixe de 4 hélices,
n&o existem mais. Entretanto, os modelos ab initio construidos para a GrpE#2 sugerem que
os dominios da regido carboxi-terminal da GrpE#2 podem estar em uma conformagio

diferente das observadas para cada mondmero da estrutura em alta resolugéo da EcGrpE
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{Harrison et al., 1997). Uma possibilidade ¢ que os dominios carboxi-terminal do dimero da
GrpE#2 assumissem uma conformagdo paralela as duas longas o-hélices. Nesta
conformacéo eles seriam desenovelados em temperaturas proximas a Tm relacionada as
duas longas a-helices.

A GrpE#1 ainda apresentou sinais da presenca de estrutura secunddria em 90 °C,
sem apresentar uma segunda Tm caracteristica, possivelmente devido a maior estabilidade
do feixe de 4 hélices. Essa regido apresentou maior similaridade com a EcGrpE do que a
GrpE#2. A EcGrpE apresenta uma peguena perda de sinal de CD gque foi associada ao
desenovelamento da regido rica em estrutura B-pregueada (Gelinas ef al., 2002) ¢ esse sinal
ndo foi identificado para a GrpE#1. Esse dado pode ser um indicativo de que os dominios
carboxi-terminal da GrpE#1 foram desenovelados, devido aos respectivos contatos com o
ieixe de 4 hélices, em temperaluras supetiores a 80 °C. A outra possibilidade ¢ a de gue &
regidio rica em estrutura B-pregueada da GrpE#1 sofreu o desenovelamento juntamente com
a regido das duas longas a-hélices, como previamente discutido no Anexo IV (Borges ef al;
2003). Entretanto, os dados termodinamicos obtidos para as GrpEs humanas nao
apresentam resolug@o suficiente para uma melhor intercorrelag&o das Tms observadas e as
regides das proteinas que foram desenoveladas. Mas, direcionam as possibilidades de novos
experimentos a serem realizados, como por exemplo, mutantes de deleg@o das regides
conservadas das GrpEs humanas.

5.4.7 As proteinas GrpEs humanas compartilham similaridades e diferencas com a
EcGrpE

De maneira geral, os resultados obtidos sugerem que as GrpEs humanas
compartilham diferengas e similaridades com a EcGrpE, tanto na seqiéncia primaria,
conformagao, estabilidade térmica e quimica. Essas diferentes caracteristicas podem indicar
que essas proteinas humanas possuem diferentes fungbes na resposta mitocondrial ao
estresse térmico e/ou quimico. O primeiro estudo comparativo entre as GrpE#1 e GrpE#2 de
mamiferos ndc mostram consideréveis diferencas entre as GrpEs homodlogas de rato e
camundongo (Naylor et al., 1998), pois esse estudo ndo avalia a estabilidade e estrutura
daquelas proteinas. Naylor et al. (1998) mostra que as proteinas GrpE#1 e GrpE#2 de rato e
camundongo, respectivamente, possuem a capacidade de interagir com as Hsp70

mitocondriais e que as fungdes dessas proteinas podem estar relacionada & regulaglc pos-
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transcricional e/ou pos-traducional. A baixa similaridade entre as GrpEs humanas na regiao
amino-terminal pode indicar que elas apresentam diferentes fungdes. Os primeiros 34
aminoacidos da EcGrpE, que estdo ausentes na estrutura em alta resolugdo (Figura 2 —
Harrison et al., 1997), s&o importantes para a interacdo com o DLS da DnakK e para aumentar
a dissociagao de substratos com aguele dominio (Harrison ef al., 1897; Mally & Witt, 2001;
Chesnokova et al., 2003), ou, por um mecanismo diferente, prevenindo a interacéo de novos
subsiratos com o DLS das Hsp70 (Brehmer ef ai., 2004).

Uma forma de compreender como essas diferentes propriedades biofisicas estio
ligadas com a fungao das GrpEs, € a caracterizagéo funcional dessas proteinas em relaczo a
interagcdo com as Hsp70 mitocondriais. Entretanto, a auséncia de uma representante das
Hsp70 de origem mitocondrial impossibilitou a realizac8o, neste trabalho, de um teste
funcional das GrpEs humanas. Testes que caracterizem a interagdo das GrpEs humanas
com as Hsp70 mitocondrials poder@o resultar em conclusdes mais adequadas sobre a
fungdo das Grpks humanas na mitocondria. E assim, melhorar o entendimento do
funcionamento do sistema chaperone Hsp70 e entender o por qué da existéncia de duas

proteinas homologas as GrpEs localizadas em um mesmo compartimento intracelular.
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5.5 Discussao geral

Este trabalho de doutoramento descreve estudos de caracterizacfo parcial da relagao
estrutura-func@o, por varias técnicas biofisicas, de uma das magquinarias mais importantes
para o encvelamento e meiabolismo protéico: as chaperones moleculares do sistema Hsp70.
Um total de 7 ¢cDNAs de proteinas humanas foram clonados em vetores de expresséo e
expressas com sucesso. Os procedimentos de purificagdo resultaram na obteng2o de €
proteinas em suas formas solliveis e com MM compativeis com as estruturas oligomericas
correspondentes ja descritas na literatura. Para a caracterizac8o das proteinas em solugao,
foram aplicadas técnicas de biofisica molecular de baixa resolugao como: dicroismo circular,
fluorescéncia do triptofano, calorimetria de titulagio isotérmica, calorimetria diferencial de
varredura, espalhamento dindmico de luz, ultracentrifugacio analitica e espalhamento de
raios X a baixos angulos. Essas técnicas possibilitaram a caracterizagio da estrulura
secundéria, estrutura lerciaria e qualemnadaria das proteinas; também possibilitaram a
caracterizagdo da estabilidade frente & desnaturagdo térmica e quimica de algumas das
protefinas e tarnbém caracteristicas em relagdo & interagdo com ligantes. Todas essas
informagbes foram Uteis para a interpretacdo da relacio estrutura-funglc das proteinas
estudadas.

Algumas atividades de caracterizagdo necessdrias para a interpretagdo dos
resultados, nao foram determinadas por motivos técnicos, como, por exemplo, a
caracterizacdo da atividade chaperone da Hsp70-1A. A necessidade de uma padronizagao
das técnicas, para a determinagdo dessas atividades, aliadas ao pouco tempo, dificuitou
esses experimentos, de modo que essas caracteristicas dever@o ser realizadas em outra
oportunidade. A modelagem molecular por homologia da Hsp70-1A e GrpE#2 néo foram
realizadas pelo pouco tempo disponivel. A modelagem das proteinas Hsp40 por homologia
também néo foi realizada devido ac mesmo motivo e também pela presencga, na seqgléncia
dessas proteinas, de uma regi&o com baixa predicéo de estrutura secundaria (a regiao rica
em glicinas e fenilalaninas).

O sistema chaperone molecular Hsp70 e as suas co-chaperones Hsp40 e GrpE agem
em conjunto através de interacbes intermoleculares que podem ser: transiente estavei ou
instavel, sendo ambos dependentes de aditivos (revisado por Mayer ef al., 2001). Essas
informacdes mostram a necessidade de estudos de interagac entre tais proteinas para

confirmar as interacdes e também entender como elas acontecem. Porém, devido ac estagio
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de implementagéo da linha de pesquisa no grupo, foi necessario compreender melhor gual o
comportamento de cada uma das proteinas em solugdo, qual a estrutura apresentada por
elas e a potencialidade das técnicas implementadas para a caracterizagao biofisica. Assim,
foi empregada a filosofia de “dividir para conguistar” a fim de obter informacdes estruturais de
cada uma das proteinas separadas em soluc3o. Compreendendo melhor a relacdo estrutura-
fungao das proteinas sozinhas, poder-se-ia estuda-las melhor em conjunto.

Experimentos para estudar a interacdo das GrpEs humanas com uma Hsp70 de
origem mitocondrial seriam avaliados, porém, essa Gitima {mortalina) néo foi obtida em sua
forma nativa. Porém, estes estudos se fazem necessarics e serdo realizadas novas
tentativas em uma outra oportunidade. Para avaliar a interacé&o entre as Hsp70 e Hsp40, que
e transiente instavel (Pierpaoli et al., 1998; Laufen et af., 1999) e que dificulta a obtencado de
complexos estaveis, estAo sendo construidos mutantes sitic-especifico, nos quais os
aminoacidos responsaveis pela interagio entre as Hspdo e MHsp70 {Greens ef al., 1998; Suh
et al, 1998) foram modificados por cisteinas. A intenc@o € obter uma forma oligomérica
estavel enire a Hsp70 e Hsp40, passivel de ser estudada por técnicas como SAXS, AUC e
também, lalvez por difracdo de raios-X através da obtengéo de cristais das proteinas
formando complexos com os ligantes. Desse modo, poderdo ser mostrados dados estruturais
dessas proteinas formando complexos proteicos. E assim, levar a comunidade cientifica a
compreender melhor como é o mecanismo de interag@o entre as Hsp70 e suas co-
chaperones da familia das Hsp40 e, principalmente, compreender de que forma estrutural
elas interagem. No entanto, ¢ estudo individua! de cada proteina foi bem sucedido e como “o
tempo todo o tempo passa’, pouco tempo restou para os estudos de interagdo proteina-
proteina.
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B CONCLUSOES

6.1 Conclusdes gerais

As mudangas conformacionais da Hsp70-1A induzidas pelos nucleotideos adenosina foram
pequenas. Entretanto, elas podem ser o resuliado de uma recorganizac&o estrutural dos
subdominios & dominios da proteina.

As analises estruturais das Hsp40 humanas mostraram que as proteinas das subfamilias A e
B, DjA1 e DjB4, respectivamente, possuem diferentes formas em solucdo e possuem
diferente atividade chaperone.

As GrpEs humanas possuem estrutura quaternaria similar, porém diferem no posicionamento

relativo de alguns dominios e na estabilidade. Esses dados sugerem que essas proteinas
possuem diferengas em suas fungdes e/ou atividades.

159



6.2 Conclusdes especificas sobre a proteina Hsp70-1A

O cDNA da Hsp70-1A foi clonado em vetor de express&o, a proteina foi expressa e purificada

em alta quantidads, apresentando-se com mais de 95% de pureza.

Foi preparado um tamp&o para os ensaios biofisicos da Hsp70-1A a fim de controlar os
efeitos observados para a Hsp70-1A em relagio 2 oligomerizagiio, com perfeita ligagéo
dos nucleotideos, porém com baixa taxa de hidrélise de ATP.

Os experimentos de CD da Hsp70-1A mostraram que essa proteina possui predominéncia de
estrutura secundaria do tipc o-hélice e que, a adicdo de MgADP ou MgATP provocou

pequenas mudancas no especiro de CD.

O desenovelamento térmico da Hsp70-1A mostrou que os ligantes MgATP ou MgADP
provocaram uma compactacdo da proteina que aumeniou a resisténcia da proteina 2
desnaturag@o térmica. Indiretamente, esses dados mostram que a Hsp70-1A foi purificada
sem a presenga de nucleotideo adenosina ligado & mesma.

Experimentos de fluorescéncia mostraram que MgATP provocou pequenas mudancas
estruturais na proteina na regido do triptofano que resultou em uma menor intensidade de

fluorescéncia.

A Hsp70-1A apresentou maior afinidade por MgADP do que por MgATP. Foi observada uma
maior AH para a interagdo da Hsp70-1A com MgADP do que por MgATP que,
indiretamente, mostrou a auséncia de hidrolise de ATP.

Os dados de afinidade da Hsp70-1A, determinados para seus ligantes MgATP e MgADP por

calorimetria de titulagdo isotérmica, nortearam os experimentos de velocidade de
sedimentagao na presenca desses aditivos em condigbes de saturacao.
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Os dados de velocidade de sedimentagdc mostraram gue a Hsp70-1A possui MM de
aproximadamente 70 kDa, mesmo na presencga dos nucleotideos adenosina. Os dados de
sedimentac@o em equilibrio estdo concordantes com o modele da Hsp70-1A como um
mondmero com MM de 70 = 2 kDa.

Os dados de velocidade de sedimentac8o mostraram que os ligantes MgATP ou MgADP

provocaram pegquenas mudancgas conformacionais na Hsp70-1A.

Os dados de SAXS da Hsp70-1A mostraram gue 0s nucleotideos adenosina provocam
pequenas mudangas no perfil da curva da fungdo de intensidade de espalhamento e na
curva da funcéo de distribuigao de distancias.

As amostras da proteina Hsp70-1A na presenca e na auséncia dos nuclectideos adenocsina
apresentaram Do € modelos ab initio similares.

Os modelos ab initio construidos a partir dos dados de SAXS, de forma geral, acomodaram

bem as estruturas em alta resolucéo dos dominios das Hsp70 disponiveis no PDB.

Os dados experimentais sugerem que pequenas mudancas conformacionais séo
ocasionadas pela ligagdc do nucleotides e podem resultar da reorganizagdo dos
subdominios e dominios da Hsp70-1A com a possivel exposi¢do do sitio de ligacé&o dos
substratos.
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6.3 Conclusdes especificas sobre a proteina mortalina

O cDNA da proteina mortalina, sem o peptidec sinal para exportacdo da proteina para
mitocondria, fol clonado em fase de leitura com a cauda de poli-histidina do DNA
plasmidial pET28a.

A morialina foi expressa, porém foi purificada com uma particula que eluiu com uma alta MM

aparente nas cromaitografias de excluséo molecular.
Os dados de CD mostraram que a mortalina ndo possui a quantidade de estrutura

secundaria esperada, © que inviabilizou a utilizagio desta proteina para os ensaios

comparativos com a Hsp70-1A e os estudos de interagdo proteina-proteina com as GrpEs.
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6.4 Conclusodes especificas sobre as proteinas Hsp40

Os cDNAs das Hsp40 humanas, DjA1, DiB4 e um mutante de delecBo da regido carboxi-
terminal da DJA1, foram cionados em velor de expressdo; as proteinas foram bem
expressas e purificadas na forma estavel para os ensaios biofisicos e apresentaram
estrutura secundaria compativel com o esperado.

As Hsp40 apresentaram alividade chaperone na prevencdo da agregacfo da luciferass,
porem, com diferentes atividades para a DjA1 e DjB4. A DjA1..33. Toi menos ativa em
prevenir a agregacgao da luciferase em relacdo & DjA1, sugerindo uma dependéncia da
estrutura quaternaria.

Os dados de UAL e SAXS mostraram gue as Hsp40, DiA1 e DjB4 s&0 dimeros, e a DiAT 33

& um mondmero,

Os dados de SAXS mostraram que a DjA1 e a DjB4 possuem diferentes formas. Modelos ab
Initio foram gerados para as Hsp40 e para a dele¢ao DjA1.a30.

Dados de velocidade de sedimentagao indicam que a DjA11.332 pode ser mais globular do que
o esperado a partir do modelo ab initio, sugerindo que esta proteina possui flexibilidade
em sua estrutura.

O modelo ab initio da DjA14.33 superpds adequadamente & metade do modelo ab initio do
dimerc da DjA1.

Os modelos ab initio das DjA1, DjA11332 € DjB4 acomodaram bem os modelos em aita

resolugdo de dominios das Hspd40 e sugeriram como as Hsp70 podem interagir com as
Hsp70.
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6.5 Conclusdes especificas sobre as proteinas GrpEs humanas

Os cDNAs das GrpEs humanas (GrpE#1 e GrpE#2) foram clonados em vetores de
expressdo; as protelnas foram expressas e purificadas na forma estével para os ensaios

hiofisicos.

As GrpE#1 e GrpE#2 humanas apreseniaram estrulura secundédria similar 2 EcGrpE,
entretanto, sendo a primesira mais similar.

As GrpEs humanas apresentam diferentes perfis de desenovelamento térmicc e quimico,
sendo que a GrpE#2 € mais similar a EcGrpE do que a GrpE#1. No entanto, a GrpE#1
também apresentou similaridades com a EcGrpE, pois mesmo a 80 °C ambas

apresentaram sinal esirutura secundaria, enquanto a GrpE#2 precipitou.

As andlises hidrodinémicas mostraram a GrpE#2 € mais similar & EcGrpE do que a GrpE#1.

Os dados de SAXS mostraram que as GrpEs humanas s&o proteinas alongadas, com
regides flexiveis, possuem simetria axial e que a regido amino-terminal possui estrutura.

Os dados de SAXS e UAL mostraram que a GrpE#2 possui regides mais flexiveis do que a
GrpE#1 e que o corpo rigido representado pelo modelo ab initio pode representar uma das

principais conformacgdes da particula.

Os dados de Dpax Obtidos a partir dos dados de SAXS mostraram que a GrpE#1 e GrpE#2
séo grandes o suficiente para interagir com ambos dominios das Hsp70.

Os modelos ab initio da GrpE#1 e GrpE#2 apresentaram diferengas entre si na forma geral

da particula, principalmente na regido do dominio carboxi-terminal.

Dados de SAXS e UAL possibilitaram a modelagem da GrpE#1 a partir da estrutura em alta
resolucao parcial da EcGrpE.
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A modelagem da GrpE#1 humana a partir do mondmero disial apresentou uma melhor

superposicac com o modelo ab inilio, sugerindo sua possivel conformacao em solugéo.

A modelagem da GrpE#1 humana a partir do mondmero proximal apresentou uma melhor
superposicdo com o modelo ab initio da GrpE#2, porém, ainda insatisfatdria. Esses dados
sugerem que a GrpE#2 em solucdo possui uma outra conformacglo que aquelas

mostradas para cada mondmero na estrutura em alia resolucao da EcGrpE.
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Abstract

Molecular chaperones are one of the most important cell defense mechanisms against protein
aggregation and misfolding. These specialized proteins bind non-native states of other proteins and
assist them in reaching a correctly folded and functional conformation. Chaperones also participate in
protein translocation by membranes, in the stabilization of unstable protein conformers and regulatory
factors, in the delivery of substrates for proteolysis and in the recovery of proteins from aggregates.
Key Words: Molecular chaperones, Heat shock proteins, Hsp70, chaperonin.

Molecular chaperones and heat-shock proteins

The term “molecular chaperone” was first used to describe the function of nucleoplasmin, a
protein that promotes the correct oligomerization of histone by preventing its aggregation during
assembly in chromatin [1]. This concept was further developed by Hendrick and Hartl [2] who stated:
“we define a molecular chaperone as a protein that binds to and stabilizes an otherwise unstable
conformer of another protein, facilitates its correct fate in vivo: be it in folding, oligomeric assembly,
transport to a particular subcellular compartment, or controlled switching between active/inactive
conformations”. Chaperone proteins were initially referred to as heat shock proteins (Hsp) because of
their increased abundance in cells exposed to thermal stress, although many of these proteins are
constitutively expressed [3]. The importance of chaperone proteins is indicated by the high number of

publications in this area and by the considerable number of reviews covering this subject {2,4-8].
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Chaperones can assist the folding of an unfolded protein within ceils by recognizing exposed
hydrophobic surfaces that will be buried in the native state, but without modifying the final native
structure of the protein. This characteristic does not contradict Anfinsen’s classic theory [9] that the
acquisition of the specific three-dimensional structure of a protein depends exclusively on the amino
acid sequence of the individual protein.

There are at least five main molecular chaperone families that recognize and bind to
hydrophobic surfaces on unfolded or partially foided proteins, and are classified by their molecular
mass {Table 1}. We present a brief description of these main families. The lack of space precludes a

detailed discussion of the other groups.

Table 1: The main chaperone families and their properties and major co-chaperones (see Figure 1).

Co- Mass
Chaperone chaperone | (kDa) n-mers General comments
Hsp100 2 190 67 ATPase activity; recovers gmtems from aggregates; forry
proteolytic complexes.
HIP, HOP, Prevents protein aggregation; binds ATP; interacts with
Hsp90 ~90 2 . .
p23 large range of proteins; constitutive.
Hso70 Hsp40, i)?% 1 ATPase activity; binds nascent peptide chains; involved i
p GrpE ~21*’ 2% 2% folding, transport through membranes, degradation, etc.
Hsp60 Hspl0 ~60 14 ) e . .
(GroEL) (GroES) ~10% 74 ATPase activity, assists protein folding.
smHsp 9 ~15-30 9.24 ATP-mdepend‘ent; mvolve;d in ther.motlolerance and escag
from aggregation by keeping proteins in a refoldable stat

*co-chaperone

Hsp70 — a pivot chaperone

One of the most important families of chaperones is the Hsp70 system formed by Hsp70 (or
DnaK in E. coli) and its co-chaperones Hsp4Q (Dnal) and GrpE. This system assists many cellular
processes involving proteins, including folding, transport through membranes, degradation and escape
from aggregation [8,10]. Hsp70 functions as a pivot that receives and distributes unfolded proteins
from and to other molecular chaperones (Fig. 1). Hsp70 transports proteins from ribosomes to the
Hsp60 system for folding [11-13], participates in a system with HsplOO that recovers protein
aggregates [14-16], and cooperates with smHsp to reactivate heat-denatured proteins [17-19]. Several
reports have shown that Hsp70 also cooperates with the Hsp90 system to form a foldosome, or
cytoplasmic chaperone complex, that can interact with a high number of other chaperones, co-
chaperones (p23, Hip and Hop), foldases (PDlIase and PPlase), steroid hormone receptors, transcription
factors, and others [20-221.
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Figure 1: The pivotal role of the Hsp70 system. Hsp70 receives substrates directly from ribosomes
and from the Hsp80 systems, and can receive substrates from Hspl00 and SmHsp to recover unfolded
proteins. In addition, Hsp70 distributes substrates to the Hsp60 and Hsp90 systems. Dashed arrows:
protein folding; Solid arrows: delivery of unfolded or partially folded proteins.

Hsp70 consists of a nucleotide-binding domain (NBD, ~45 kDa) that binds adenine nucleotide
and has ATPase activity, and a substrate-binding domain (SBD, ~25 kDa) that binds to short, extended
hydrophobic segments (Fig. 1) [23,24]. The affinity of SBD for hydrophobic residues is regulated by
nucleotide binding in the NBD; the binding of ADP increases the affinity whereas the binding of ATP
decreases the affinity for hydrophobic residues [8,10]. ADP binding causes a sequential conformational
change, first in the NBD and then in the SBD, that shifts the equilibrium of the latter to the closed
conformation but is reversed when ATP is bound [25,26]. The NBD and SBD domains can be
subdivided in two sub-domains each: NBD1 and NBD2 and SBD1 and SBD2. SBDI is formed mainly
by B-sheets and functions as a “bed” for the substrate, whereas SBD2 consists of a long a-helix and
functions as a “ld” [23,26].

Although the Hsp70 family is structurally and functionally highly conserved, these proteins are
classified in three subfamilies based on their affinity for ADP: DnaK>Hsc70>HscA [27]. The DnaK
subfamily has an exposed loop in the NBD (A276-R302 in £ coli) that is four and 10 amino acids
longer than the Hsc70 and HscA loops, respectively. The DnaK subfamily is the only one with a

hydrophobic paich at the top of its cieft and two putative salt bridges responsible for interface polarity.
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The different properties of the subfamilies may explain the need for GrpE and Bag co-chaperones
during nucleotide exchange by DnaK and Hsc70, respectively [27].

The cycle of ATP binding, hydrolysis and replacement of ADP for ATP is assisted by Hsp70
co-chaperones, the most studied of which are: Hsp40, GrpE, Hip (Hsp-interacting protein) and Hop
{Hsp70 organization protein that participates in the Hsp70-Hsp90 heterocomplex) [26]. Hsp40 proteins
are ubiquitous, diverse, and differ from each other in the architecture of their domains and in their
cellular location. HspdQ binds to unfolded peptides and interacts with ATP-ligated Hsp70 to promote
ATP hydrolysis and consequent folding of the peptide [28-30]. Hsp40 can also function as a chaperone
by hydrophobic interaction with substrates [11,28,30-33], and may act as a substrate scanning factor for
Hsp70 proteins [24]. Hsp4O consists of four regions [34], from the N- to the C-terminus: 1} An a-helix
J_domain in the N-terminus that is characteristic of proteins from this family and binds to Hsp70
[28,35], 2} A disordered region rich in glycine/phenylalanine that may be responsible for flexibility as a
spacer between adjacent regions and is also essential for Hsp40 1o function since the J_domain alone is
unable to bind te Hsp70 proteins [29,25], 3) A ceniral region with a cysteine-rich domain that enclose
four repeats of the motif CXXCXGXG (where X is any amino acid) and folds in a zinc-dependent
fashion with two repeats binding to one zinc [36,37], and 4) A C-terminal domain formed by a B-sheet
structure and that is imvolved in the protein dimerization [38]. The cysteine-rich and the C-terminal
domains are involved in substrate binding and presentation [32,33,36]. Based on their architecture,
Hsp40 proteins can be classified into three main subfamilies: subfamily A that consists of the four
domains described above, subfamily B that lacks the cysteine-rich domain, and subfamily C that has
only the J-domain that is not necessarily located at the N-terminus [10, 34].

GrpE is essential for bacterial viability at all temperatures [11] because it acts as an exchange
factor that releases nucleotides bound to DnaK [28] and is important for DnaK recycling [39]. GrpE is
a symmetric dimer in solution [40] and becomes asymmetric when bound to the DnaK-NBD {41]. The
GrpE has an elongated shape and consists of four regions: 1) A B-structured domain at the C-terminus
(EcGrpE138-197) that binds to the DnaK-NBD causing a mechanical opening movement that releases
ADP from the NBD [27,41], 2) A middle region formed by a four-helix bundle (EcGrpE89-137) that
acts as a stabilization center for dimerization [42], 3) An elongated helix connected to a o-structured
region (EcGrpE40-88) that works as a thermosensor [42,43], and 4) A region composed of the first 34
residues that enhances binding in the SBD of DnaK by reducing its affinity for substrate [41,44]. In
contrast to prokaryotes, eukaryotes have at least two isoforms of GrpE in the mitochondria [45,46].

These isoforms can stimulate the ATPase activity of mitochondrial Hsp70 [45].
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Chaperonins — the Anfisen’s cage

GroEL (Hsp60) and its co-chaperone GroES (Hspl0) are one of the best-studied complexes
involved in protein folding, as has been extensively reviewed elsewhere [5,6,8,47,48]. Hsp60 and
HsplO are ubiquiious proteins that assist the folding of a large variety of newly synthesized proteins
and newly translocated proteins [5,8,47]. The chaperonin mechanism of action consists in the capture
of a substrate within its central channel — the Anfisen’s cage — that, at the cost of ATP, provides an
adequate environment for folding. The chaperonin crystal structure and mechanism of action have been
analyzed in detail by Xu ef al. [49] and are summarized in Figure 2. The chaperonin receives substrates
from the Hsp70 system to mediate their foiding (Fig. 1} [11-13]. There are two types of chaperonins
and they show little similarity with each other. One type includes the classic GroEL and GroES
(chaperonins) from bacteria, mitochondria and chloroplasts (initially referred to as RUBISCO binding

protein), and the cytoplasmic homologues TCP (Tric complex proteins) [8,50].
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Figure 2. The chaperonin system. A) The chaperonin complex is active as a double ring oligomer
structure with a cylindrical shape and a mass of almost 1 million Daltons. The chamber is composed of
two heptamers of GroEL (GroES-bound monomer is pink and unliganded monomer is orange)
arranged as two stacked rings with a GroES heptamer (monomer in green) at the top acting as a lid. B)
A substrate protein with a hydrophobic surface can bind to the hydrophobic surface in the apical
domain of GroEL (trans complex, shown on the left). The binding of ATP causes a large
conformational change in GroEL, creating a cage and duplicating its initial internal volume. GroES
functions as a lid and closes the cavity of the ring (cis complex, shown in the middle). The hydrolysis
of ATP induces new conformational changes that switch the internal surface from hydrophobic to
hydrophilic, thus allowing the substrate to undergo proper folding. The binding of ATP releases
GroES, and the substrate, if not yet folded, can rebind to GroEL and undergo a new cycle.

The TCP, a double-ring hetero-oligomer complex formed by different units that share about
50% identity, differs from GroEL because it is co-chaperone independent. However, thermosome, an
archeal chaperonin, has a built-in lid that functions as a co-chaperone [51,52]. The main function of

TCP is to assist the folding of multi-domain proteins in the eukaryote cytoplasm in a co-translational
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way [33]. TCP can fold the N-terminus of a protein while its C-terminus is being built by the ribosome,
which may explain the need for an attached “1id” to keep the cavity open to accommodate the growing
polypeptide [50,54]. The mechanism of action of the TCP is not well understood but its structural shape

and function are similar to GroEL, although there are important differences [8.50].

Hsp%0 — Holding for folding

Hsp90 1s essential for the growth of eukaryotic cells and is a specialized protein folding tool.
HspY0 can interact with proteins that are not in their native state, thereby keeping them in a refoldable
state, and are important for maintaining the conformation, stability and function of a wide variety of
proteins involved in signal transduction, the cell cycle and apoptosis [20-22,55]. The function of Hsp90
is driven by a dynamic association with its client proteins and their co-chaperones to form protein
complexes. More than 40 Hsp90-client proteins are known and are classified in three groups:
transcription factors, protein kinases and unrelated proteins [20,22]. Hsp90 does not bind nascent
protein but receives its substrates from the Hsp70 and returns them to the Hsp70 system in a refoldable
state (Fig. 1) [20-22].

Hsp90 consists of an N-terminal domain (25 kDa) that contains an ATP-binding site followed
by a charged region (36 amino acids) of unknown function, a flexible domain in the middle (35 kDa)
and a C-terminal domain (12 kDa) that is responsible for dimerization (Fig. 1} [56,57]. Both the N- and
C-terminal domains have been implicated in substrate binding that is influenced by nucleotide binding
[58,59]. HspY0 proteins are assisted by several co-chaperones that, together with other chaperones and
cellular proteins, form larger complexes known as foldosomes or cytoplasm chaperone complexes [7].
Among these proteins, Hsp90 proteins interact with Hsp70, Hsp40 homologues, foldases (prolyl and
disulphide isomerases), and Hip (Hsp70 interacting protein). Several proteins that interact with Hsp90
contain the tetratricopeptide repeat motif that forms a helix-turn-helix structure [60]. including Hop
(Hsp70-Hsp90 organizing protein) that recognizes the C-terminus of Hsp90 and Hsp70 and acts as a
mediator between them for substrate presentation [22]. The Hsp90 ATPase activity regulates the
substrate binding cycle and Hop inhibits this activity by prevenﬁng nucleotide binding. The p23 co-
chaperone recognizes Hsp90 bound to ATP and stimulates dissociation of the complex [22}]. Hsp90 has
become an interesting target for cancer therapies because it interacts with geldanamycin in tumour cells
in a manner that is regulated by Hsp90 co-chaperones and the Hsp70 system [61,62]. These findings

emphasize the importance of the cooperation between Hsp70 and Hsp90.
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Hspi00 —~ Recovering aggregates

The proteins of the Hspl00/Clp family have a molecular mass ranging from 80 to 105 kDa,
have ATPase activity, form ring oligomers and are involved in several biological phenomena, including
stress tolerance, proteolysis, DNA transposition and gene regulation [63,64]. The Hspl00/Clp family is
divided into two classes: Class I consists of subfamilies ClpA, B, C and D, and Class T contains
subfamilies CipM, N, X and Y [63]. Proteins belonging to Class T are hexameric in the presence of
ATP and their structure is similar to a ring with two highly conserved ATP bhinding domains
(GX2ZGXGKT) in each linear extremity [63,64]. Proteins belonging to Class II are smaller than Class 1
proteins and characteristically have only one ATP binding domain [63]. The ClpA and ClpB
chaperones from E. coli have ATPase activity but different physico-chemical properties and functions
{64]. ClpA and ClpX have intrinsic chaperone activity and participate in proteolytic complexes whereas
ClpB functions alone [63]. The subfamily Hspl104/ClIpB is involved in the recovery of proteins from
aggregates and in thermal tolerance in 8. cerevisiae [14,63,65]. Hspl00/ClipB binds to aggregates that
have their hydrophobic sites exposed to the Hsp70 system, resulting in their disaggregation and
refolding (Fig. 1) [15,66]. Mogk er al. [67] suggested the participation of smHsp in this system. The
crystallographic structure of CipB from Thermus thermophilus has recently been determined [68] and

will help to elucidate how Hspl00 recovers proteins from aggregates.

SmHsp —Preventing aggregation

The small heat shock protein family (smHsp) contains proteins with a molecular mass of 15-40
kDa and forms large-spherical assemblies of 200-800 kDa (9 to 24-mers) [19,69,70]. SmHsps are
involved in thermotolerance, are present in all ceflular compartments, arc ATP-independent, and are
highly diverse (whereas two proteins have been described in bacteria, more than 20 have been
described in plant cells [46]). The C-terminus (~90 amino acids) of smHsp is conserved and is also
found in a-crystallin, an abundant constituent of the eye lens of most vertebrate species that is able to
avoid protein aggregation {71,72]. Like other molecular chaperone families, smHsp proteins interact
with their substrate through hydrophobic amino acids residues, thereby hiding the subsirate surface and
preventing its aggregation [73,74]. SmHsp can bind to thermally denatured proteins by trapping them
in a non-native but refoldable state [73,75] that can be released after stress or transferred to the Hsp70
system for refolding (Fig. 1) [17-19,69,].

The smHsps have a high content of B-sheet conformation that is located mainly in the highly
conserved C-terminal region and forms a -sandwich structure [19,70,72,76]. SmHsps can dimerize via

a highly stable interaction involving the B-sandwich region, and these dimers can oligomerize through
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interactions between the N- and C-termini {19]. The oligomers have a dynamic subunit exchange that
suggests a rapid, temperature-dependent equilibrium between the oligomer subunits [19]. An increase
in temperature induces conformational changes in the smHsp oligomers that results in the exposure of a
hydrophobic surface and in dissociation of the oligomers into their subunits {19], although the latter

phenomenon is still controversial [771].

Perspectives

Molecular chaperones have one of the most important functions in intraceliular protein
metabolism because they assist protein folding. In particular, Hsp70 has a central role in assisting
protein folding because it can receive and distribute protein substrates in cooperation with other
molecular chaperone families. However, many questions still remain unanswered for these and other
chaperones. The ability of Hspl00 to recover proteins from aggregates and the temperature-dependent
mechanism of action of smHsps have yet to be understood in detail. Hsp90 is involved in numerous
signal transduction pathways and its role, especially in cancer, requires clarification. Several other
molecular chaperones and/or co-chaperones are likely to be discovered using Genomic and Proteomic
approaches and should help to address intriguing questions such as how many intracellular pathways
there are for avoiding protein aggregation and how this knowledge can be used to prevent or treat
degenerative conditions like Alzeimer’s disease. However, much work remains to be done in

elucidating the structural and functional properties of these proteins in order to reach this stage.

Acknowledgments: The authors thank Prof. S. Hyslop for critical reading of this manuscript, and
Fundag#io de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo and Conselho Nacional de Pesquisa e
Desenvolvimento for fellowships and financial support.

References

{1} Laskey, R.A., Honda, B.M., Mills, A.D. and Finch, 1.T. (1978) Nature, 275, 416-420.

2] Hendrick, J.P. and Hartl, F.U. (1993) Annu. Rev. Biochem., 62, 349-384,

[3] Lindquist, S. and Craig, E.A. (1988) Annu. Rev. Genet., 22, 631-677.

(4] Martin, J. and Hartl, F.U. (1997) Curr. Opin. Struct. Biol., 7, 41-52.

[5] Bukau, B. and Horwich, A.L. (1998) Cell, 92, 351-366.

[6] Fink, A.L. (1999) Physiol. Rev., 79, 425-449,

[7] Miemyk, J.A. (1999) Plant Physiol., 121, 695-703.

[8] Hartl, F.U. and Hayer-Hartl, M. (2002) Science, 293, 1852-1858.

[9] Anfisen, C.B. (1973) Science, 181, 223-230.

[10] Mayer, M.P., Brehmer, D., Gissler, C.S. and Bukau, B. (2001) 4dv. Protein Chem., 59, 1-45.

[11] Langer, T., Lu, C., Echols, H., Flanagan, J., Hayer, M.K. and Hartl, F.U. (1992) Nature, 356, 683-
689,

[12] Frydman, J., Nimmesgern, E., Ohtsuka, K. and Hartl, F.U. (1994) Nature, 370, 111-117.

[13] Siegers, K., Waldmann, T., Leroux, M.R., Grein, K., Shevchenko, A., Schiebel, E. and Hartl, F.U.
(1999 FMBO J., 8, 75-84.

187



[14] Glover, R. and Lindquist, 8. (1998) Cell 94, 73-82.

[15] Goloubinoff, P., Mogk, A., Zvi, A.P., Tomoyasu, T. and Bukau, B. (1999) Proc. Nat. Acad. Sci.
USA, 96, 13732-13737.

[16] Mogk, A., Tomoyasu, T., Goloubonoff, P., Riidiger, S., Roder, D., Langen, H. and Bukau, B.
(1999) EMBO J., 18, 6934-6949,

[17] Veinger, L., Diamant, 8., Buchner, J. and Goloubinoff, P. (1998) J Biol. Chem., 273, 11032-
11037,

[18] Lee, G.J. and Vierling, E. (2000} Plant Physiol., 122, 189-197.

[19] van Montfort, R., Slingsby, C. and Vierling, E. (2001) Adv. Protein Chem., 59, 105-156.

[20] Buchner, J. (1999) Trends Biochem. Sci., 24, 136-141.

[21] Young, J.C., Moarefi, L. and Hartl, F.U. (2001).7 Cell Biol, 154, 267-273.

{22} Pearl, L.H. and Prodromou, C. (2001) Adv. Protein Chem., 59, 157-186.

{23} Zhu, X., Zhao, X., Burkholder, W.F., Gragerov, A., Ogata, CM., Gottesmnan, M.E. and
Hendrickson, W.A. (1996) Science, 272, 1606-1614.

{24] Rudiger, S., Germeroth, L., Schneider-Mergener, J. and Bukau, B. (1997) EMBO J, 16, 1501-
1507.

[25] Theyssen, H.; Schuster, H-P.; Packschies, L.; Bukau, B. and Reinstein, J. (1996) J Mol BRiol,
263, 657-670.

[26] Mayer, MLP., Schrider, H., Rudiger, 8., P aminodcidos 1, K., Laufen, T. and Bukau, B. (2000}
Nature Struct. Biol, 7, 586-593,

[27] Brehmer, D., Ridiger, 5., Gissler, C.8., Klostermeier, D., Packschies, L., Reinsten, J., Mayer,
M.P. and Bukau, B. (2001) Nar. Struct. Biol., 8, 427-432.

[28] Szabo, A., Langer, T., Schroder, H., Flanagan, 1., Bukau, B. and Hartl, F.U. (1994) Proc. Narl.
Acad. Sci. US.A., 91, 10345-10349.

[29] Karzai, A.W. and MaMacken, R. (1996} J Biol Chem., 271, 11236-11246.

[30] Laufen, T., Mayer, M.P., Beisel, C., Klostermeier, D., Mogk, A., Reistein, J. and Bukau, B. (1999)
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A., 96, 5452-5457.

[31} Riidiger, S., Scheneider-Mergener, J. and Bukau, B. (2001) EMBO 1, 20, 1042-1050.

[32] Lee, S., Fan, C.Y., Younger, JM., Ren, H. and Cyr, D.M. (2002) J Biol. Chem., 277, 21675-
21682.

[33] L1, J., Qian, X. and Sha, B. (2003) Structure, 11, 1475-1483.

[34] Cheetham, MLE. and Caplan, A.J. (1998) Cell Stress Chaperones, 3, 28-36

[35] Suh, W-C,, Lu, C.Z. and Gross, C.A. (1999) J. Biol. Chem., 274, 30534-30539,

[36] Banecki, B., Liberek, K., Wall, D., Wawrzynow, A., Georgopoulos, C., Bertoli, E., Tanfani, F. and
Zylicz, M. (1996) J. Biol. Chem., 271, 14840-14848.

[37] Martinez-Yamout, M., Legge, G.B., Zhang, O., Wright, P.E. and Dyson, H.J. (2000) J Mol. Biol.,
300, 805-818.

[38] Sha, B, Lee, S. and Cyr, D.M. (2000) Structure, 8, 799-807.

[39] Liberek, K., Marszalek, J., Ang, D., Georgopoulos, C. and Zylicz, M. (1991) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA., 88, 2874-2878.

[40] Borges, J.C., Hannes, F., Craievich, A.F., Hansen, L.D. and Ramos, C.H.1L (2003) J Biol. Chem.
278, 35337-35344.

[41] Harrison, C.J., Hayer-Hartl, M., Di Liberto, M., Hartl, F.U. and Kuriyan J. (1997) Science, 276,
431-435.

{42] Gelinas, A.D., Langsetmo, K., Toth, J., Bethoney, K. A, Stafford, W.F. and Harrison, C.J. (2002) J.
Mol. Biol., 323, 131-142.

[43] Grimshaw, I.P., Jelesarov, 1., Schonfeld, H.J. and Christen, P. (2001) J Biol. Chem., 276, 6098-
6104.

188



[44] Chesnokova, 1.5., Slepenkov, 8.V., Protasevich, 1.1, Sehom, M.G., Brouillette, C.G. and Witt,
S.N. (2003) Biochemistry, 42, 9028-9040,

[45] Naylor, D.J., Stines, A.P., Hoogenr aminoécidos d, N.J. and Hoj. P.B. (1998) J. Biol. Chem., 273,
21169-21177.

{46] Borges, 1.C., Peroto, M.C. and Ramos, C.H.I (2001) Gener. Mol Biol., 24, 85-92,

(471 Ellis, R.J. and Hartl, F.U. (1996) FASER J, 10, 20-26.

[48] Rason, N.A., White, HLE. and Saibil, R.R. (1998) Biochem. J, 333, 233-242.

[49] Xu, Z., Horwich, A.L. and Sigler, P.B. (1997} Naiure, 388, 741-750.

[50] Kusmierczyk, AR, and Martin, J. (2001) FEBS Letr, 503, 343-347.

{51] Klumpp, M., Baumeister, W. and Essen, 1..O. (1997) Cell, 91, 263-270.

{52} Ditzel, L., Lowe, 1., Stock, D, Stetter, K.O., Huber, H., Huber, R. and Steinbacher, S. {1998} (el
93, 125-138.

[53] Netzer, W.J. and Hartl, F.U. (1997) Narure, 388, 343-349.

[54] Netzer, W.J. and Hartl, F.U. (1998) Trends Biochem. Sci., 23, 68-73.

[55] Freeman, B.C. and Morimoto, R.1. (1996) EMBO .J., 15, 2969-2979.

{56] Stebbins, C.E., Russo, A.A., Schneider, C., Rosen, N., Hartl, F.U. and Pavletich, N.P. {1997) Cel/,
&89, 239-250.

{571 Maruya, M., Sameshima, M., Nemoto, T. and Yahara, I (1999} J Mol Biol, 285, 903-907.

[58] Young, J.C., Schneider, C. and Hartl, F.U. (1997) FEBS Lett., 418, 139-143.

159] Schetbel, T., Siegmund, H.1L, Jaenick, R., Ganz, P, Lilie, H. and Buchner, J. (1999) Proc. Narl.
Acad Sci, US.A., 96, 1297-1302.

{60] Scheufler, C., Brinker, A., Bourenkov, G., Pegorato, S., Moroder, L., Bartunik, H., Hartl, F.U. and
Moarefi, L. (2000) Cell, 101, 199-210.

[61] Maloney, A. and Workman, P. (2002) Expert Opin. Biol. Ther., 2, 3-24.

[62] Kamal, A., Thao, L., Sensintaffar, J., Zhang, L., Boehm, M.F., Pritz, L.C. and Burrows, F.J.
(2003) Nature, 425, 407-410

[63] Schirmer, E.C., Glover, J.R., Singer, M.A. and Lindquist, S. (1996) Trends Biochem. Sci., 21, 289-
296.

[64] Schirmer, E.C., Queitsh, C., Kowall, A.S., Parsell, D.A. and Lindquist, S. (1998) J. Biol Chem.,
273, 15546-15552.

[65] Sanchez, Y. and Lindquist, S.L. (1990) Science, 248, 1112-1115.

[66] Schlee, S., Beinker, P., Akhrymuk, A. and Reinstein, J. (2004) J. Mol. Biol., 336, 275-285.

{67] Mogk, A., Deuerling, E., Vorderwulbecke, S., Vierling, E. and Bukau, B. (2003) Mol. Microbiol.,
50, 585-595,

[68] Lee, S., Sowa, M.E., Watanabe, Y.H., Sigler, P.B., Chiu, W., Yoshida, M. and Tsai, F.T. (2003)
Cell, 175, 229-240.

[69] Waters, E.R., Lee, G.J. and Vierling, E. (1996) J Exp. Bot., 47, 325-338.

[70] Kim, K.K., Kim, R. and Kim, S.H. (1998) Nature, 394, 595-599.

[71] Plesofsky-Vig, N., Vig, J. and Brambl, R. (1992) J Mol Evol, 35, 537-545.

[72] de Jong, W.W_, Caspers, G.J. and Leunissen, J.A. (1998) Int. J. Biol Macromol, 22, 151-162.

[73] Lee, G.1., Roseman, A.M., Saibil, H.R. and Vierling, E. (1997) EMBO J, 16, 659-671.

[74] Haslbeck, M., Walke, S., Stromer, T., Ehmsperger, M., White, H.E., Chen, S., Saibil, HR. and
Buchner, J. (1999) EMBO J, 18, 6744-6751.

[75] Ehrnsperger, M., Graber, S., Gaestel, M. and Buchner, J. (1997) EMBO J, 16,221-229.

[76] van Montfort, R.L., Basha, E., Friedrich, K.L., Slingsby, C. and Vierling, E. (2001) Nat. Struct.
Biol., 8, 1025-1030.

{771 Kim, R., Lai, L., Lee, HH.,, Cheong, G.W., Kim, K.K., Wu, Z., Yokota, H., Marqusee, S. and
Kim, S.H. (2003) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 100, 8151-8155.

189



8.3 Anexo i

Borges, J.C., Fischer, H., Craievich, AF., & Ramos, C.H... (2004) Low-resolution structural
study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1 from subfamily A and DjB4 from
subfamily B, have different quaternary structures. J. Biol. Chem., (Submetido).

190



Low-resolution structural study of two human Hsp40 chaperones in solution. DjA1

from subfamily A and DjB4 from subfamily B, have different quaternary structures.

Jilio C. Borges'#, Hannes Fischer®, Aldo F. Craievich® and Carios H.I. Ramos”’

‘Centro de Biologia Molecular Estrutural. Laboratéric Nacional de Luz Sincrotron; PO Box
6192 Zip code: 13084-971 — Campinas SP, Brazil. ?Departamento de Bioguimica, Instituic de
Biologia. Universidade Estadual de Campinas; Campinas SP, Brazil. °Departamento de
Fisica Aplicada, instituto de Fisica, Universidade de Sao Pauio; Sao Paulo SP, Brazil.

*Corresponding  author:  Phone:  55-19-3287-4520/Fax;  55-19-3287-7110.  E-mail:
cramos@inis.br

Running title: Structural insights on human Hsp40.

Summary

The proteins belonging to the Hsp40 family assist the Hsp70 in many cellular functions,
helping to form an essential system for cell viability. Thus, the understanding of the structural
and functional characteristics of the Hsp40 family is relevant to the general knowledge of the
role of the Hsp70 chaperone system in the cell. We have investigated two human Hsp40
representatives, DjA1 (Hdj2/dj2/HSDJ/Rdj1) from subfamily A and DjB4 (Hij1/DnaJW) from
subfamily B, by smali angle X-ray scattering and analytical ultracenirifugation methods, and
determined their quaternary structure. We have also determined low-resolution models for the
structure of a C-terminal deleted mutant of DjA1, DjA14.3a2, in which the dimer formation was
interrupted. Our results were used in combination with the current structural information of
Hsp40 C-terminal and J-domains, to generate models of the internal structural organization of
DjA1 and DjB4. The characteristics of these models indicate that DjA1 and DjB4 were both
dimers but with substantial differences in their quaternary structures: while DjA1 consisted of
a compact dimer in which the N- and C-termini of the two monomers are facing each other,
DjB4 formed a dimer where only the C-termini of the two monomers are in contact. The two

proteins also differed in their capability to bind unfolded luciferase. Together, our resulis
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indicate that the representatives of subfamilies A and B of human Hsp40 have different
quaternary structures and chaperone functions.

Keywords: heat shock protein, molecular chaperone, Hsp40, small angle X-ray scattering,
analytical ultracentrifugation, low-resolution structure.

The Hsp70' chaperone system is formed by Hsp70 (DnaK-related) and its co-
chaperones Hsp40 (DnaJd-related) and GrpE. It assists many cellular processes involving
proteins: including folding, transport through membranes, degradation and escape from
aggregation (1-5). The affinity of Hsp70 for unfolded proteins is regulated by the binding of
either ADP (high affinity) or ATP (low affinity) into iis nucleotide-binding domain {(NDB), and
by interaction with its co-chaperones (5, 6). Hsp40 assists the folding of nascent proteins,
aggregation prevention and refolding of aggregates by presenting nascent proteins to Hsp70
and stimulating its hydrolysis of ATP (7-11).

Hspd4O can also work as a chaperone by itself (12-14) and can be divided, as
determined by genetic and mutational studies in vivo (15-18) and by biophysical methods (10,
19-21), in four conserved functional regions (Fig. 1A). The highly conserved a-helical N-
terminal domain is called J-domain, is characteristic of proteins from this family and binds to
Hsp70 stimulating its ATPase activity (10, 11, 13, 20, 22). Following the J-domain is found the
glycine/phenylalanine rich region (G/F-rich; Fig. 1A) that is disordered and likely to be
responsibie for flexibility (10, 23). Some authors have shown that the G/F-rich region is
essential for the function of Hsp40 (10, 15) since the J-domain alone is unable to bind to
Hsp70 proteins (10, 18, 20). The central region is composed of a cysteine-rich domain (Cys-
rich; Fig. 1A) that encloses four repeats of the motif CXXCXGXG (where X is any amino acid)
and folds in a zinc-dependent fashion with two repeats bound to one zinc ion (19, 24, 25). The
C-terminus domain (Fig. 1A) is formed by a B-sheet structure and is involved in the
dimerization of Hsp40 (26). The Cys-rich and the C-terminal domains are involved in
substrate binding and presentation (21, 24, 27).

' Abbreviations: Hsp: heat shock protein; LUC, luciferase; CD: circular dichroism: SAXS: small angle X-ray scattering;
AUC: analytical ultracentrifugation; SDS-PAGE: sodium duodecil sulfate poliacrilamide gel electrophoresis; NMR: nuclear
magnetic resonance; G/F-rich: glycine/phenylalanine rich region.
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Hsp40 are ubiquitous proteins, they are found in all cellular locations and are highly
diverse in the eukaryotic genomes (28, 29), with at least 44 genes present in the human
genome (30). Based on their architecture and cellular location (4, 31, 32), Hsp40 proteins are
classified as three main subfamilies named A to C (refereed also as types | to il (4, 32, 33);
Fig. 1A): subfamily A which consists of the four domains described above, subfamily B that
lacks the Cys-rich domain, and subfamily C that has only the J-domain that is not necessarily
iocated at the N-terminus (4, 32). Hspd(Q proteins from subfamily A have aulcnomous
chaperone activity and therefore may work in either an Hsp70-independent or dependent
way. Otherwise, Hspd40 proteins from subfamily B do not present autonomous chaperone
activity and wok in an Hsp70-dependent way {17, 32, 34, 35).

Although high resolution structures of the C-terminal, Cys-rich, and J-domains are
avaitable, there is still a lack of information about how these domains interact with sach other,
with other domains and aiso with Hsp70. In order to obtain further information about relevant
structural and functional characteristics of human Hsp40 proteins, we have decided to study
DjA1 (also known as Hdj2/dj2/HSDJ/Rdj1), a representative of subfamily A, its C-terminal
deletion mutant (DjA14332), and DjB4 (aiso known as Hij1/DnadW, and 65% identical to
DiB1/Hdj1), a representative of family B, by a gathered number of biophysical methods, such
as smali-angie X-ray scattering (SAXS) and analytical uitracentrifugation (AUC).

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning, expression and purification — DjA1 (also known as Hdj2, dj2, HSDJ, and Rdj1) was
cloned from the human gene DNAJA1 (cDNA clone, GenBank accession number AW247277)
and DjB4 (also known as Hij1 and DnaJW) was cloned from the human gene DNAJB4 (cDNA
cione, GenBank accession number AA081471). The Hsp40 nomenclatures DjA1 and DjB4
are as described by Ohtsuka and Hata (33). Two primers were used to amplify the DjA1
cDNA by PCR and to create the restriction enzyme sites for Ndei and Xho!: the DjA1 5'-primer
(5' CCGGCAGGCTAGCATGGTGAAAGAAACAAC 3') containing an Ndel restriction site and
a DjA1 3'-primer (5 TGAGTGTTATTCTCGAGTCATTAAGAGGTCTG 3 containing a Xhol
restriction site. Two different primers were used to amplify the DjB4 ¢DNA by PCR and to
create the restriction enzyme sites Ndel and BamHbi: the DijB4 5-primer (&
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TCAAGGCATTCCATATGGGGAAAGACTATTA 3) containing an Ndel restriction site and the
DiB4 3-primer (8" GTGTAACAAAGTGGATCCTACTATGAGGCAGS 3’} containing a BamH|
restriction site. The C-terminal deletion of DjA1 was constructed by site-directed mutagenesis
using a primer that created a stop codon at the residue Phe333 foliowed by a restriction site
for Xhol (8" TTATCAGGCTCGAGTTAGCCATTCTC 3).

The PCR products were cloned into the pET28a exprassion vector (Novagen) for His-
tag purification methods. The correct cloning was confirmed by DNA sequencing using an ABI
377 Prism system (Perkin Elmer). These procedures created the veciors pET28abijAq,
pET28aDjB4 and pET28aDjA 1,43, which were transformed into the E. colf strain BL21(DE3)
for heterologous protein expression by adding 0.4 mmol/liter of isopropyl thio-B-D-galactoside
(IPTG) at ODgseo = 0.6. The induced cells were grown for 5 hours and harvested by
centrifugation for 10 minutes at 2,600 x g. The bacterial pellet was resuspended in lysis buffer
(50 mmol/iter Tris-HCI, pH 8.0, 500 mmolfliter KCi and 10 mmol/liter EDTA — 15 miiter per
liter of medium), in the presence of § U of DNase (GIBCO BRL) and 30 pg/miiter of lysozyme
(Sigma) for 30 min. The pellet was then disrupted by sonication in an ice bath, and
centrifuged as described above. The supernatant was submitted to metal affinity
chromatography in a HiTrap Chelating column (Pharmacia Biotech) using an AKTA FPLC
(Pharmacia Biotech). The proteins were eluted with 500 mmol/iiter imidazol and loaded into a
HiLoad Superdex 200 pg 26/60 molecular exclusion column (Pharmacia Biotech) using an
AKTA FPLC (Pharmacia Biotech). The degree of purification was estimated by SDS-PAGE
(36) and the concentration was determined spectrophotometrically using the calculated
extinction coefficient for denatured proteins (37, 38).

Analytical molecular exclusion chromatography — The experiments of analytical molecular
exclusion chromatography were carried out with a Superose 12 HR 10/30 (Pharmacia
Biotech) column coupled to an AKTA Purifier (Pharmacia Biotech) equilibrated with buffer
Tris-HCI 25 mmol/liter buffer (pH 7.5), NaCl 500 mmoliter, glycerol 1% containing -
mercaptoethanol (1 to 10 mmol/iter). The column was washed with 2 column volumes with a
flow rate of 0.5 mL/min and aliquots of 100 pliters of proteins were loaded onto the column
with absorbance monitoring at 280 nm. The apparent molecular mass was calculated using a
piot of the /n of the molecular mass (kDa) of standard proteins (thyroglobulin, 669 kDa; gama-
giobulin, 160 kDa; bovine serum albumin, 69 kDa: chicken ovoalbumin, 45 kDa; and

cytocrome ¢, 12 kDaj as a function of the time retention.
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Circular dichroism spectroscopy — Circular dichroism (CD) measurements were performed
using a Jasco J-810 spectropolarimeter with temperature controlled by Peitier Type Control
System PFD 425S. Hsp40 proteins were resuspended in Tris-HCI 25 mmol/liter buffer (pH
7.5}, NaCl 5800 mmol/iiter and B-mercaptoethanc! 1 mmol/fiter at final concentrations of 20 to
50 umolfliter. Data were collected at a scanning rate of 50 nm/min with spectral band width of
1 nm using a 0.1 mm path length cell. CDNN Deconvolution software {Version 2 -
hitp://Bioinformatik.biochemtech.uni-halie.dee/cdnn) was employed for secondary structure
prediction. All buffers used were of chemical grade and were filtered before their use to avoid
scattering from small pariicles.

Chaperone activity measurement — The method described by Lu and Cyr (27, 34) was used
to verify the ability of the Hspd0 proteins to interact with unfolded proteins. Briefly, luciferase
(Promega) was chemically denatured by dilution into guanidinum-HCI 6 mol/liter, for 40 min at
room temperature and then diluted 25 x into 50 uliter of Tris-HCI 25 mmol/liter buffer (pH 7.5),
NaCl 500 mmol/liter and B-mercaptoethanol 5 mmol/liter, in the presence and in the absence
of His-tagged Hsp40 proteins (see figure captions for concentration details). Otherwise,
luciferase (Promega) at 2 umol/liter was thermically denaturated by incubation at 42 °C for 10
min, in the presence and in the absence of His-tagged Hsp40 proteins (see figure captions for
concentration details), and then cooled back down to room temperature. The solutions were
centrifuged for 10 min at 21,000 x g and 50 piliter of the supernatant was incubated with 50
uliter of a solution of 50% of Talon metal chelate (Clontech) in Tris-HCI 25 mmol/liter buffer
(pH 7.5), NaCl 500 mmol/liter and B-mercaptoethanol 5 mmol/iter for 1 hour at room
temperature. The mixture was then centrifuged for 1 min at 10,000 x g and 4 °C, and the
peliet, in which the resin was contained, was washed twice with 75 pliter of Tris-HCI 25
mmol/liter buffer (pH 7.5}, NaCl 500 mmol/liter and B-mercaptoethanol 5 mmol/liter containing
15 mmol/liter of imidazol. The complex proteins bound to the resin were eiuted with the same
buffer described above but with 150 mmol/liter imidazol, concentrated by precipitation with
acetone 80% (Merck), and visualized by SDS-PAGE (36).

AUC — Sedimentation velocity and sedimentation equilibrium experiments were performed
with a Beckman Optima XL-A analytical ultracentrifuge. The proteins DjA1, DjA1s32, and
DjB4 were tested in concenirations from 50 to 1000 pg/mliter in 25 mmol/liter Tris-HCI buffer

{(pH 7.5}, 500 mmolliter NaCl, giycerol 1% (not for DjAtlia3) and 1 mmolliter B-
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mercaptoethancl, with no apparent aggregation. The sedimentation velocity experiments were
carried out at 20 °C, 25,000 rpm for DjA1 and DjB4, and 30,000 and 40,000 rpm for DjA1saa0
(AN-60Ti rotor), and the scan data acquisition at 230 and 238 nm for low and high protein
concentration, respeciively. The sedimentation equilibrium experiments were made at 20 °C
at speeds of 6,000, 8,000, and 10,000 rpm with the AN-80Ti rotor and scan data acquisition at
238 nm. The analysis involved the fitting of a model of absorbance versus cell radius data
using nonlinear regression. All fittings were performed using the Origin software package
(Microcal Software) supplied with the instrument. The van Holde-Weischet (39) (sediment
coefficient plot) and the Sedimentation Time Derivative (g(s*) integral distribution) (40)
methods were applied to analyze the sedimentation velocity experiments. The methods used
for analyzing both velocity and equilibrium experiments allow the caiculation of the apparent
sedimentation coefficient s, the diffusion coefficient D, and the molecuiar mass M. The ratio of
the sedimentation to diffusion coefficient gives the molecular mass:

M ZBGLT%;,?} Eguation 1

where R is the gas constant and T is the absolute temperature. The Sednterp software
(www.jphilo.maiiway.com/download.htm} was used to estimate each protein partial specific
volume at 20 °C (VbarDjA1 = 0.7275 militer/g, VbarDjA1 .33 = 0.7309 miiter/g and VbarDjB4 =
0.7302 mliter /g}, the buffer density (o = 1.02163 g/mliter) and the buffer viscosity (n = 1.0851
x 10 poise).

The Self-Association method was used to analyze the sedimentation equilibrium
experiments using several models of association for DjA1 and DjB4 to fit the data. The
distribution of the protein along the cell, obtained in the equilibrium sedimentation
experiments, was fitted with the following equation (41):

2f 2
C=C, exp[M(i — %aggj)fo -n, )J Equation 2

where C is the protein concentration at radial position 7, Cy is the protein concentration at
radial position ry, and w is the centrifugal angular velocity. The Sednterp software was applied
to estimate the standard sedimentation coefficients (spo) at each protein concentration to
calculate sogo,w at 0 mg/miiter protein concentration by exirapolation. This procedure

minimizes interferences caused by temperature, viscosity solution and molecular crowd (42).
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SAXS — SAXS experiments were performed at the SAS beamline of the LNLS synchrotron
radiation facility, Campinas, Brazil (43) under the same conditions as those described by
Borges et al. (44). Measurements were carried out using a monochromatic X-ray beam with a
wavelength A = 1.488 A. For a sample-to-detector distance of 840 mm selected for the
experiments, the modulus of the photon momentum transfer (g = 4msinB/A, 26 being the
scattering angle) covered a range starting from q = 0.01 A" up to g = 0.44 A", The scattering
intensity curves, Hqg), were recorded using a gas 1 dimensional position sensitive X-ray
detector. in order o monitor eventual effects from radiation damage and synchroiron beam
instabilities, SAXS curves were determined in many short frames (90 seconds each). The
obtained SAXS data were normalized to account for the natural decay in intensity of the
synchrotron incident beam and corrected for inhomogeneous detector response. Finally, the
scattering intensity produced by the buffer was subtracted and the difference curves were
scaled 1o equivalent protein concentration. Three types of samples with different
concentrations were studied by SAXS: 1) 3.3 mg/mliter of DjJA1 in Tris-HCI 25 mmol/liter (pH
7.5}, NaCi 500 mmol/iiter, glycerol 1% and dithiothreito! 1 mmol/liter; 2) 2.9 and 6.5 mg/mliter
of DjA1 a3z in Tris-HCI 25 mmolfiiter (pH 7.5), NaCl 500 mmol/liter, and B-mercaptoethanol 1
mmol/liter; 3) 2.5, 4.4, 6.2 and 8.3 mg/militer of DjB4 in Tris-HCI 25 mmol/iter (pH 7.5), NaCl
500 mmol/liter and B-mercaptoethano! 1 mmol/iiter.

Reliable structural information about the low resolution structure of proteins in solution
can be derived from SAXS data provided all proteins are in the same {monomeric or
oligomeric) state and the solution is “diluted”, i.e., interference effects in scattering amplitudes
produced by different proteins are negligible. Under these assumptions, the total scattering
amplitude is proportional to the form factor of an isolated {monomeric or oligomeric) protein,
averaged for all orientations. When high concentration samples were available, a data
merging was performed using low and high concentration samples for the high and low g
ranges of the scattering intensity, respectively. This procedure reduced the overall statistical
errors in the scattering curves without introducing unwanted interferences or spatial
correlation effects in the small q range.

in order to establish the molecular masses of DjA1, DjA1.a32 and DjB4, the SAXS
intensity produced by a standard bovine serum albumin (69 kDa), in solutions of 5 and 10
mg/mliter, were also determined. For dilute solutions, the normalized intensity extrapolated to
g = 0, H{0), is proportional to the molecular mass, so as the molecular mass M of the proteins
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investigated here were determined from the ratios between the 1(0) values corresponding to
the different samples and that of the standard bovine serum albumin.

Computer programs — By applying the indirect Fourier transform program named GNOM (45)
io the normalized SAXS curves, the distance distribution function p(r) and the radius of
gyration Rg of the studied proteins were evaluated (46). Prior to GNOM analysis, to ensure
that the intensity at higher angle decays as g, following Porod’s law for a two-electron
density model {46), a constant intensity background was subtracted from the experimental
S5AXS data. The low-resolution shapes (or molecular envelopes) of the proteins were restored
from the experimental SAXS curves using an ab initio method named DAMMIN (47) and
recently described in Borges et al. (44). Briefly, in this method the low-resolution shape of the
protein is simulated by a set of small spheres filling, at the beginning, another sphere with a
diameter equal to the maximum diameter Dqex of the protein (previously determined by using
GNOM). DAMMIN vyields the structure model containing a fraction of the initial number of
dummy atoms whose associated scattering intensity gives the best fit to the experirmental
SAXS data. The configuration of the different protein domains can still be refined by manually
rotating or displacing them until the discrepancy between calculated and experimental SAXS
curves is minimized. The protein models were displayed using the program WeblLab
Viewerlite software (www.accelrys.com).

The HydroPro software (48) was applied to estimate the translational diffusion
coefficient Dy, the radii of gyration R, the sedimentation coefficient s, and the maxima
distance (Dmax) starting from the ab initic models generated by DAMMIN using SAXS data at
20 °C. The HydroPro software was setup with the radius of the atomic elements from the ab
initio development, with sigma factors from 5 to 8 (as indicated by supplier) and minibeads
radius (SIGMIN and SIGMAX) from 6 to 2 A after initial evaluation of the two extremes. The
parameters Vbar, p, and n were estimated using the software Sednterp as described above.
The translational friction ratio or Perrin factor P, that indicates the relation of the frictional
coefficient of the Hsp40 particles to a sphere of the same molecular mass (ff), was
estimated by Solpro software (49).
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RESULTS AND DISCUSSION

DjA1 and DjB4 were purified as folded dimers and DjA71.132 was purified as a folded
monomer — The correct cloning and sequencing of the DjA1, DiB4, and DjAtlia were
confirmed by DNA sequencing. All profeins were expressed in large quantities and were more
than 85% pure as confirmed by SDS-PAGE (Fig. 2A). The proteins were unstable at low ionic
strength but were soluble in the presence of 500 mmolliter NaCl. DjA1 and DjB4 were
purified as dimers and the mutant DjA14.45 was purified as a monomer, as confirmed by
analytical molecular exclusion chromatography (Fig. 2B). The folding state of the proteins was
investigated by CD and the resultant spectra corresponded to folded proteins with minima at
208 nm (Fig. 2C). The analysis using the CDNN Deconvolution software indicated that the
proteins have similar amount of secondary structure: 35% of B-sheet structure and 10% of a-
helices. The high conient of B-sheet structure agrees with the data originated from X-ray
crystaliography and nuciear magnetic resonance experiments, which indicate the presence of
B-sheet structures in the C-terminus (21, 26) and in the Cys-rich domain (21, 25) of Hsp40.
The deletion of the last 54 residues of DjA1, although interrupted its dimerization, did not have
a strong effect in its global conformation (Fig. 2B). However, the thermal stability of the
deleted mutant was lower than the whole protein. DjA1 and DjB4 were heated up to 50 °C
whereas the amount of secondary structure of DjA1:.332 decreased when the protein was
heated above to 38 °C (data not shown). These results indicate that the dimeric state is
important for the stability of the protein at temperatures well above the body temperature, a
characteristic relevant for proper function in the cell.

DjA1 was more efficient in binding unfolded luciferase than DjB4 — The chaperone action of
Hsp40 occurs by hydrophobic interaction with unfolded or partially folded proteins (14, 17, 18,
21), thus the ability of the Hsp40 proteins to bind unfolded luciferase was investigated. The
His-tagged chaperones have high affinity for the Talon metal chelate resin and bind to it in the
absence of imidazol. And then, any unfolded luciferase that binds to a His-tagged chaperone
co-purifies with it when the resin is washed with 150 mmol/iiter imidazol. Fig. 3 shows SDS-
PAGE profiles in which washed samples of chemical (Fig. 3A} or thermal (Fig. 3B)
denaturated luciferase, in the presence or in the absence of increasing concentrations of
DiA1, DiA141.332 of DiB4 (see figure caption for details), were loaded. Folded luciferase, at 22
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°C, did not bind to DjA1 or DjB4, and unfolded luciferase, at 42 °C, bound to DjAT but not to
DiB4 (Fig. 3B). Similar results were obtained with chemically unfolded luciferase (Fig. 3A), in
which this protein bounded to DjA1 but had a very low affinity for DjB4. The deietion of the C-
terminus, mutant DjA14.332, had a major effect in the efficiency of binding (Fig. 3A).

These resuits indicated that DjAT and DiB4 have no equivalent chaperone activity. A
similar result was obtained when the ability to bind unfolded luciferase of the Hsp40 yeast
proteins was measured: Ydj1 (subfamily A} was shown 1o be 2.5 times more active than Sisi
{subfamily B) (18, 27}. Other authors showed that DjA1 is more efficient to refold luciferase
than DjB1 (subfamily B, homologous to DjB4) (50). DjA11.a3 has lower chaperone activity
than intact DjA1 and was not used in the luciferase thermal unfolding experiments because it
unfolds at temperatures above 38 °C. The lower chaperone activity of DjA14.a3, indicated that
the guaternary structure of Hsp40 is connected with ifs chaperone activity, as also shown for
yeast Hsp40 Sis1, in which a C-terminal deletion abolishes the ability to assist Hsp70 (26).

Envelope models derived from SAXS — The experimental (corrected and normalized) SAXS
curves from DjA1, DjA11a3, and DijB4 are displayed in Fig. 4A. The molecular masses of the
studied proteins were obtained from the quotient between their intensity extrapolated to g = 0
and the [(0) value corresponding to bovine serum albumin, as described before. The
molecular masses of DjA1 and DjB4 were determined as 95 kDa and 90 kDa, respectively, in
good agreement, inside the error, with the values calculated from their amino acid sequence
{Table 1) assuming that they are dimers. On the other hand, the SAXS data from DjA14.a32
indicated the existence of a monodisperse set of molecules with a molecular mass of 40 kDa,
in good agreement with the value calculated from the amino acid sequence (Table 1) of the
monomer. The second step of data analysis was to apply the GNOM program in order io
determine the distance distribution function and related structure parameters, such as the
radius of gyration Ry and the maximum diameter Dpax of the proieins; The distance
distribution functions p(r) of the three studied proteins are presented in Fig. 4B. Since these
functions do not exhibit any negative range, we concluded that all proteins were in “dilute”
state as required for the further analysis of the molecular shape. The values of Dmay and Rq
yielded by GNOM are reporied in Table ii.

The DjA1 and its C-terminal deletion mutant, DjA1i.a3, have similar maximum
diameters Dmax = 140 A (Fig. 4B), thus implying that they had a similar asymmetry. The DjB4

chaperone had a Dmax of 200 A (Fig. 4B), although it has a molecular mass smaller than DjA1
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{Table 1), which suggested a more elongated conformation than DjA1. According 1o the overall
trend of the p(r} functions (Fig. 4B), we concluded that DjB4 had a rather elongated shape
(51), and that the shapes of DjA1 and DiB4 were clearly different. As a matter of fact, while
the DjA1 had a p(r) function which only exhibited a smooth and well-defined peak, the p(r)
function corresponding to DjB4 had two clear shoulders, one above and another below the
main peak (Fig. 4B). This complex profile of the p(r) function suggested that DiB4 was
composed of well separated subunits.

The third step of daia analysis was to apply the DAMMIN program o the SAXS data,
which vyields the low resolution molecular shape of the proteins. The dummy atom model
(DAM) of the structure was derived from the experimental data assuming a 2-fold symmetry
for the dimers. This symmetry restriction significantly reduces the number of free parameters
of the models. The starting volume for the DiA1 dimer corresponded 1o a filled sphere with a
diameter Dpax = 140 A {(yielded by GNOM) containing 4,196 dummy atoms with a radius r, =
4.5 A. As a result of the application of the DAMMIN program, 600 = 10 dummy atoms were
assigned to the resulting final model of the DjA1 dimer. On the other hand, the starling
volume for DjA14.33 was filled with DAM = 5,594 dummy atoms with a packing radius ry = 3.7
A within a sphere with the diameter Dpax = 140 A. Of those, 395 + 5 dummy atoms were
assigned by DAMMIN to the final mode! of the DjA11.332 monomer. The starting volume for
DjB4 was filled with DAM = 6,699 dummy atoms with a packing radius r, = 4.8 A within a
sphere with the diameter Dpa = 200 A. Of those, 280 + 10 dummy atoms remained in the
final mode! of the DjB4 dimer. Twenty independent ab initic DAMMIN simulations were
performed for each protein. In order to verify the unigueness of the resulting shapes, the
restorations were performed with different starting conditions. All of them yielded similar
results. The obtained DAM models were superimposed and averaged by the DAMAVER
package software (52) and are presented in Fig. 5. Relevant parameters associated to
DAMMIN application and the values of Dyax and Ry derived from it are reported in Table [I.
We can notice that these values agreed well with the same parameters determined by GNOM
for the three studied molecules. DAM derived hydrodynamic parameters (estimated by
HydroPro) are shown in Table lil. Maximum concentrations of the protein used for SAXS
solution studies of the DjA1 and DjB4 dimers allowed 30 A as the maximum resolution of the
final modeis (Table I1), even when the data was measured up to 15 A, This resolution did not
permit an unambiguous determination of the spatial positions of the secondary siructure
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slements of DjA1, but allowed us to determine the overall shape of the molecule and the
relative position of their individual domains. Table li reports different resclutions for GNOM
and DAMMIN calculations. For instance, for DjA1 protein, the whole SAXS curve determined
up 10 Omax ~ 0.4 A7 was used for GNOM, thus the resolution 21/0max were equal to ~ 15 A,
Within the high g range from g = 0.2 A7 up to 0.4 A" (Fig. 4A, curve 2), the statistical errors
are very high and therefore no significant structure information comes from this high g range.
in order to speed up the rather long calculations of DAMMIN program without significantly
loosing structural information, we have used SAXS data only up t0 Gmax = 0.2 A for this
analysis, vielding a resoiution equal to 30 A. Inherent limitations of shape determination
methods such as DAMMIN avoid higher resolution protein envelopes from statistically good
SAXS data taken up to higher Qmax values, because these methods assume a uniform
electron density, thus limiting the resolution to 20-30 A,

GNOM analysis yielded the same Dnay for both DjA1 .32 and DjA1, despite the dimer
arrangement of the latter. This was a clear indication of the highly asymmetric shape of the
monomer DjA14.332, & characteristic aiso noticed from the observed profile of the p(r} function.
Fig. 5A shows the envelope modeis for DjA1 (left) and for DjA 14332 (two monomers, center).
The two monomers of DjA141.32 were positioned facing each other to illustrate how a dimer
may be formed from two monomers and the monomer envelope placed into the dimer
envelope fits very well in one half of it (Fig. 5A — right). Also, the hydrodynamic properties of
the two combined monomers of DjA11.a32, calculated by the HydroPro software, were similar
to those determined for the DjA1 dimer model {data not shown). These results confirmed that
the DAM model determined for DjA1 was a good description of its low resolution structure.
Two perpendicular views of the envelope model of DjB4 are shown in Fig. 5D. The
comparison of the shapes of the DjA1 and DjB4 envelopes strongly indicates that these
proteins clearly have different quaternary structure.

The hydrodynamic parameters calculated by AUC corroborated the models generated from
the SAXS data — The hydrodynamic properties of the DjA1 and DjB4 chaperones were
established by both sedimentation equilibrium (Fig. 6A-B) and sedimentation velocity (Fig.
7A). In these experiments, the proteins behaved as a moncdisperse system and did not
exhibit any aggregation. The sedimentation equilibrium experimental profiles of DjA1 (Fig. 8A)
and DiB4 (Fig. 6B) were well fitted with a single exponential as indicated by the analysis of
their residuais. The molecular masses M of DjA1 and DiB4 derived from the sedimentation
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equilibrium measurements were 93.0 = 1.0 and 80.0 = 1.0 kDa, respectively {Table I}. For
DiAl1.a32, the M was 42.0 = 2.0 kDa, which was estimated from Equation 1 using the
sedimentation coefficient (s°,) calculated from the sedimentation velocity analysis (see
below) and the diffusion coefficient (D%, calculated from dynamic light scatiering
experimenis (data not shown). The molecular masses determined for the human Hspd0
proteins are in good agreement, inside the error, with the molecular masses calculated from
their amino acid sequence and from SAXS resuits {Table 1). For the determination of the
sedimentation coefficient s of the studied proteins, the sedimentation velocity experimenis
were performed at different concentrations and velocities (Fig. 7). The obtained standard
sedimentation coefficients sz were plotted as functions of protein concentration to calculate
the standard sedimentation coefficient at 0 mg/mi, sogg,w, by extrapolation, in order to
minimize interferences caused by temperature, viscosity solution and molecular crowd {42).
For DjA1 we obtained s, = 4.63 S, and for DiB4 s%, = 3.78 S (Fig. 7B). The
sedimentation coefficient of DjA1 .33z was found to be velocity-dependent, with s%qw = 2.85 S
at 30,000 rpm, and of 3.40 S at 40,000, both results being larger than that predicted for the
DjA1133z DAM model (s’ = 2.46 S; see Table ill). This effect may be caused by
aggregation or, more likely in this case, by an effect of high asymmetric conformation (53).
Some subdomains of the Hsp40 proteins might become more flexible in the monomer form,
which reduces the frictional ratio when compared with a rigid body and induces a distortion in
the measured s values (54). Since the sedimentation velocity experiment measures a time
average s of the solution particles, it is not possible to distinguish a molecuie with a high
frictional ratio from another with flexible segments (55}. In addition, the Perrin factor and the
elongated shape of DjA1.33 determined from SAXS data and its domain structure suggest
that this protein is flexible, reinforcing the hypothesis that the apparent high s%0w is due to
this molecular feature.

The hydrodynamic parameters determined from AUC experiments for DjA1, DjAT a3
and DjB4 were similar to those derived from the DAM modeis of DjA1 and DjB4 by the
HydroPro software (Table Iil), which confirms the reliability of the structure models obtained
from SAXS results. Together, the data generated by SAXS and AUC data indicated that DjA1
and DjB4 were dimers with different structural features, and that DjA1,.33; was a monomer
with flexible segments (Tables | and Wl). The structural parameters obtained from AUC
measurements strongly suggest that the DAM models derived from SAXS data represent a

good low resolution structure of the real conformation of the studied proteins.
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The resuits described and discussed in this and in the preceding sections indicated
that DjA1, DjAt4.a32, and DjB4 were produced as folded proteins with conformational
properties of members from the Hsp40 chaperone family. Then, the next step was to use the
low-resolution models of the studied proteins determined from SAXS data and the known
information about the high-resolution structures of Hsp40 domain available in the Protein Data
Bank to obtain a more detailed insight into the structural conformation of both DjA1 (dimer
and monomer) and DjB4.

Quaternary structure of DjAT — The DjA1ia mutant was a monomer with an elongated
shape, as determined by analytical molecular exclusion chromatography, AUC and SAXS
experiments. The NMR structure of the J-domain (56) displayed in red in Fig. 5B, and the
crystallographic structure of the Cys-rich and C-terminal domains (21), showed in green in
Fig. 5B, were fitted into the DjA14.a32 envelope. The final arrangement is displayed in Fig. 5B,
where some important features are noticed, namely the C-terminus being located inside the
thinnest part of the protein envelope, the J-domain being located inside the thickest part of the
envelope (Fig. 5B), and some portions of the domains in this mode! being highly flexible
(arrows in Fig. 5B) due to the presence of the G/F-rich region (see below). As argued before,
this may explain the fact that the hydrodynamic properties predicted by the HydroPro software
for the DjA14.332 envelope were not in perfect agreement with the experimental AUC data. The
apparent high sedimentation coefficient of DjA1.33; may be justified by the presence of the
G/F-rich region, which is believed to work as a flexible spacer between the J-domain and the
remaining structure of the protein (10, 23). In the Cys-rich domain determined by
crystaliography studies (21), the sub-domains | and Il (Fig. 5B) form a L-shaped structure (90°
angle), whereas the same domain determined by NMR, forms an angle of about 45° resuiting
in a V-shaped structure (25). This indicates that the subdomain Il may have some flexibility,
which vyields the apparent high sedimentation coefficient of DjA14.33, calculated by AUC
experiments. Also, the Hsp40 proteins studied here exhibited high degradation susceptibility
(data not shown) and the high flexibility of the G/F-rich region may be an explanation for this
behavior.

The results of SAXS experiments indicated that both the DjA1 and the DjA1+.a3> have
an elongated shape and similar Dnay, showing that they probably share the same axial
orientation. The superposition of the two models (Fig. 5A, right) illustrated that a dimer

composed of two DjA14.33; monomers (Fig. 5A, center) had nearly the same structure as the
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DjA1 dimer. This conciusion indicated that the region involved in the dimer formation is mainly
located at the C-terminus of DjA1. The deletion of this region blocked the formation of the
dimer and decreased the protein stability, but had no effect in the secondary and tertiary (low-
resolution) structures of the DjA14.a3. Considering the observed orientation of the monomers
in the DjA1 dimer model, we have fitted the high-resolution structures of J-, Cys-rich, and C-
terminal domains info the monomer envelope (Fig. 5B), and then built a model of the Hsp4C
domains arrangement into the DjA1 dimer (Fig. 5C). The DAM model generated from SAXS
data indicated that DiA1 was a dimer with a bent horseshoe shape, as the structure
determined for the C-terminal and Cys-rich domains of Ydj1 (subfamily A) (21). Fig. 5C shows
that the DjA1 protein was bullet-shaped and the monomers C-termini were located at the
thinnest side of the model and were responsible for the dimerization. The monomers N-
termini {J-domains} were located in the thickest pari of the model where they can act as a
clamp for binding to the Hsp70 (Fig. 5C). The C-terminal and Cys-rich domains of Ydj1 (green
in Fig. 5C, 1NLT; ref. 21) were placed on the axial axis in which they were well fitted. The L-
shape of this complex was a consequence of the presence of the Cys-rich domain, which was

placed on the center to face its counterpart in the other monomer (Fig. 58j.

Quaternary structure of DjB4 — The data generated by SAXS was used to create an envelope
mode! of the quaternary structure of the human DjB4 that agreed with the measured structural
parameters (Fig. 5D). The envelope model of DjB4 was compatible with an elongated
structure, with a maximum diameter Dy,« larger than the one for DjA1 (200 A versus 140 A),
This was an unexpected finding because DjA1 has a molecular mass higher than DjB4 as
shown by AUC experiments (Table 1). However, the similarities between the predicted and the
calculated hydrodynamics parameters of the envelope model were a strong indication of the
accuracy of the model (Table ill). The DjB4 ab initio mode! generated from SAXS data by
using DAMMIN and DAMAVER is displayed in Fig. 5D. The high-resolution structures of the
Hsp40 domains available: the NMR structure of the J-domain (56), which is shown in red in
Fig. 5E, and the crystallographic structure of the C-terminus of Sis1 (subfamily B) (21}, which
is shown in green in Fig. 5E; were fitted in the best possible position into the DjB4 envelope.
Studies on C-terminus deletions of Hspd40 (21, 26, this work) indicate that this region is
responsible for dimerization, which implies that the monomers C-termini must be located near
to each other. The localization of the two C-terminal domains of DjB4 in the center of the

mode! as shown in Fig. 5E fulfilled the requirement stated above. Any other arrangement for
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these domains would difficult the formation of the dimer, which is against of the strong
tendency to form dimers observed for Hsp40 proteins (21, 26). Each J-domain was then
placed at the extremities in the model (Fig. 5E) because they are connected to the C-terminus
by a long and flexible region formed by the G/F-rich region (residues 68-138) plus a sequence
of 60 amino acids with unknown function (residues 140-199). High resolution structure of this
region is not available, making therefore difficult fo predict the correct disposition of these
regions (residues 68-199) in the model, and this is represented by a doted line (Fig. 5E).

DjA1 and DjB4: similarities and differences — Several genetic and biochemica) studies have
pointed out that the Hsp40 family is functionally diverse and the different domain composition
among them point that they are also structurally diversified (32). Such diversity means that
the interaction of Hsp70 with different Hsp40 generates specialized combinations that
facilitate specific actions of the Hsp70 chaperone machinery in the cell (18, 32, 34). it is
reasonable that Hsp4C from subfamilies A and B have evolved to have differences in
chaperone activity, however, the reason why they exhibit such differences are not completely
understood. The determination of the tertiary structure of some of the domains of Hsp40
proteins, from subfamilies A and B (21, 25, 26, 56), are helping to understand the difference
in their chaperone activity. The data on the quaternary structure of these proteins presented
here add important contributions to the task of explaining the differences {exhibit by
subfamilies A and B Hsp40s) in binding to substrates and to Hsp70 proteins.

The presence of a J-domain defines a protein as a member of the Hsp40 family. Since
the conserved residues in this domain are responsible for the stabilization of the anti-parallel
coiled coil (66), we suggest that this domain has the same conformation on both DjAt1 and
DjB4 proteins. However, the J-domains are located differently in their quaternary structure
(because the dimerization sites, at the C-terminus, must be in the center of the model): the J-
domains from each monomer of DjA1 are displaced facing each other, whereas, in the DjB4
model, these domains are placed in the extremities. There is no high-resolution structure of
the G/F-rich region available, an important site for the Hsp40 binding to Hsp70 (19, 20),
therefore we represented it as a doted line in our models (Fig. 5B-C and 5E). According to the
primary sequence homology, the G/F-rich region is bigger in the DjB4 than in DjA1 (Fig. 18),
and in combination with a region of about 80 residues which also has no avajlable structure,
allowed the spreader conformation presented for DJB4 (Fig. 5E), in which the J-domains are

localized in the extremities. The C-terminal regions of both subfamilies A and B are
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responsible for substrate binding and are structurally similar (21), but present differences in
their ability to refold luciferase (27, 34).

Lu & Cyr (34) studied the interaction of Ydjt (A) and Sis1 (B) with two different Hsp70s
and concluded that the two Hsp40 proteins differ in their chaperone functions, a characteristic
that may be caused by the presence of the zinc-finger region in the first, which may play a
structural role in stabilizing the polypeptide binding groove of Hspd0. Fan et al (18)
engineered two Hspd(0 chimeras in which the central part of subfamily A Ydjt protein
{residues 101-255) was exchanged by the central part of subfamily B Sis1 protein {residues
108-257) and vice versa. They neatly found that the exchange switch the specificity of the
proteins in binding substrates and in stimulating the luciferase refolding activity by Hsp70.
These results suggest that selectively substrate-binding sites are needed for substrate
selection in Hsp40 and that the central portion of this protein is important for chaperone
activity specification {18). it is worthy o note that the central part of the DjA1 and DiB4
Hsp40s seem to be the main factor responsible for the differences in the low resolution
models showed here: the central part of DjA1 {G/F-rich region plus Cys-rich region — residues
68-207) seems fo keep the J-domains close to each other whereas the central part of DjB4
(residues 68-199) keeps the J-domains far apart from each other. A different global structure
conformation rather than specific amino acid interactions may be the responsible for the
difference in substrate specificity of the chaperones as suggested by the findings of Lopez et
al. (57) who compared the Sis1/Hdj1 (subfamily B) and Ydj1/Hdj2 (subfamily A) Hsp40s ability
to maintain the Rng1 prion. Thus, the differences on the DjA1 and DjB4 quaternary structure
above mentioned may be a factor affecting the differences in chaperone activity. However,
the answer that justifies why DjA1 and DjB4 present distinct quaternary structure needs
further investigation.

The highly diversity of Hsp40 proteins may be a responsible factor for several kinds of
interactions between Hsp70 and Hsp40 and, thus, the necessity of different quaternary
structure for proteins from subfamilies A and B. Several lines of evidence suggest multiple
binding sites among Hsp70 and Hsp40 partners: Suh et al. {20) showed the existence of at
least two binding sites for DnaK in DnaJ, both located at the J-domain. Linke et al. (35)
suggest that a possibie contact between the Cys-rich domain may be important to fuifill the
transference of substrate from DnaJd to DnaK. Demand et al. (58) and Qian et al. (59)
presented evidences that eukaryotic Hsp70 C-terminus interacts with Hsp40 from subfamily

B. Laufen et al. {11) have proposed that the interaction cycle among the Hsp40 and Hsp70
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may work in muitipie steps, in which the Hsp4C protein might “target” unfoided substrate to
Hsp70, as foliows: 1) interaction between the J-domain with the Hsp70 NBD-ATP; 2)
substrate shift from Hsp40 to the Hsp70 substrate-binding domain (SBD); 3) transference of
the information regarding substrate binding, from the Hsp70 SBD to the Hsp70 NBD, resulting
in the full ATP hydrolysis and closing of the Hsp70 SBD ‘lid’ and, finally, 4) Hsp40 dissociation
from the Hsp70-ADP-substrate complex. Due to the high diversity of Hsp40 and the existence
of multiple contacts among different Hspd0-Hsp70 pariners {20, 35, 58, 59}, the functional
cycle described above may be constituted of further steps that depend on the Hsp40-Hsp70
pariners.

The fact that DnaJ (subfamily A} is unable fo bind to the isolated N- and C-domains of
DnaK (20}, but that Hsp40 from subfamily B does (58, 59), is in good agreement with the
quaternary models proposed here: the J-domains of DjA1 are arranged in a position that
allows binding to both domains of Hsp70 at once, while the J-domains of DjB4 can act
independently of each other when binding to Hsp70. The quaternary structure of the DjAT
presented here is compatible with the model of interaction between DnadJ and DnaK proposed
by Suh et al. (20; Fig. 5 in their paper) and the quaternary structure of the DiB4 presented
here is compatibie with the model of interaction between Sis1 and Hsp70 proposed by Sha et
al. (26; Fig. 6 in their paper). Several authors (21, 26, 59, 60) have suggested that the peptide
binding domain of Hsp70 nestles into the groove between the monomers of Hsp40. The size
and the shape of the models presented here by SAXS, although they are at low-resolution,
are compatible with these views. We show in Fig. 8 a diagram suggesting the possible
interactions between DjA1 and DjB4 with Hsp70, considering the quaternary structure
determined here for DjA1 and DjB4 and the current view regarding interaction of Hsp40 from
subfamilies A and B with Hsp70 (20, 35, 58, 59). In this model, the interaction between DjA1-
HMsp70 might occur by two binding sites located in each J-domain, one interacting with the
Hsp70 NBD and the other with a region near to the Hsp70 substrate binding site (20). in the
interacting model DjA1-Hsp70, the Cys-rich domain is in a proper position to interact with the
Hsp70 and to transfer substrate to it, as proposed by Linke et al. (35). In the interaction model
DjB4-Hsp70, the binding site located at one J-domain interacts with the Hsp70 NBD and the
C-terminus of DjB4 is able to interact with the C-terminus of Hsp70, as previously suggested
(58, 59). The size of DjB4 allows the suggested double interaction, in one cycle, between the
J-domain and the Hsp70 NBD and between the Hsp40 C-terminus and the Hsp70 C-terminus.
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The data presented here is in good agreement with the current view of the interaction
between Hsp40 and Hsp70 described above. The conformational arrangement of the J-
domain and G/F-rich region found for DiA1 and DjB4 may provide flexibility to these proteins,
allowing them to accommodate and interact with both the nucleotide and subsirate binding
domains of Hsp70 in the same cycle of interaction (see discussion above). Low or high
resolution structure studies from others Hsp40, from subfamilies A and B, would add more
information about the interactions between Hsp70-Hspd40 partners. Finally, further dissections
about those interactions in different Hsp40 proteins must be done to fully undsrstand them
and our results are relevant to clarify the features, from a siructural point of view, that DjAT

and DijB4 are crucial to the chaperone function inside celis.

CONCLUSION

Smali angle X-ray scattering experiments yielded low resolution struclure models
{molecular envelopes) of DjA1 and DjB4 proteins. A low-resolution model for the structure of a
C-terminal deleted mutant of DjA1, DjA11.332, in which the dimer formation was interrupted,
was also determined. The hydrodynamic properties calculated from these protein models
agreed well with those directly determined from AUC experiments. This agreement provided
support and confidence to the structure models derived from SAXS results. The
characteristics of the low resolution models and the values of their molecular masses
indicated that DjA14.332 was a monomer, and DjA1 and DjB4 were both dimers. An additional
analysis combining the envelope functions derived from SAXS data and the known
information about the high-resolution structure of Hsp40 C-terminal and J-domains, showed
that DjA1 had a rather compact structure in which two highly asymmetric monomers bound in
a bullet-shape, while in the DjB4 protein the N-termini were located in a completely different
arrangement, pointing outward the compact C-termini core responsible for dimerization. The
observed differences may explain why these two Hsp40 subfamilies have different chaperone
activity and help to understand the activities of Hsp40 in substrate binding, transport to and
interaction with Hsp70 proteins.
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Tables

Table I; The molecular mass M from DjA1, DjA1.332 and DjB4 predicted from their amino

acids sequence and determinate by SAXS and AUC. Data from SAXS were determined

from the values of the exirapolated scattering intensity 1{0) by comparison with that one of

bovine serum albumin (69 kDa). Sedimentation equilibrium technique was used o

calculate M for DjA1 and DiB4. For DjA1ia3, the M was calculated by the relation s/D

(Equation 1) with the sedimentation coefficient (s°.) estimated from sedimentation

velocity analysis and the diffusion coefficient (D%g.) estimated from dynamic light

scattering experiment (data not shown).

Molecular Mass (kDa)
Method
Q§A'§ dimer gjﬁf 1.332 D§B4 dimer
Amino acid seguence 94.0 39.5 80.0
SAXS 95+ 10 405 90+ 10
AUC 93.0+£1.0 42.0+2.0 80.0x1.0

Table H: Structural parameters corresponding to DjA1, DjA14.330 and DjB4 proteins in solution,
studied by SAXS, and mathematical parameters associated to GNOM and DAMMIN
programs. Errors are less than 10%.

Mathematical and DjA1 dimer DjA1 33 DjB4 dimer
structural parameters | GNOM | DAMMIN | GNOM | DAMMIN | GNOM | DAMMIN
Free parameter 19 2098 19 5594 26 3350
Discrepancy x - 0.85 - 1.26 - 1.32
Resolution (A) 15 30 15 21 15 30

Drnax (A) 140 145 140 140 200 195
Ry (A) 46 46 41 41 56 55
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Tabie Hil: Hydrodynamics parameters of DjA1, DjA1: 33 and DiB4 in solution calculated from
both AUC data and structural parameters derived from DAM model generated by SAXS
experiments using the HydroPro software. The partial specific volume, solvent viscosity,
and density were determined by Sednterp software. Errors are less than 2%.

Method
Hydrodynamic DjA1 dimer DiAT .52 DjB4 dimer
parameters DAM by DAM by DAM by
AUC AUC AUC

HydroPro HydroPro HydroPro

§%0.w (S) 4.63 4.44 2.85 2.48 3.78 3.63

D%o.w (107 cm #/s) 4.5 4.2 6.5 5.6 4.4 4.1
P ({/fo) . 1.33 - 1.40 . 1.36

Figure captions

Figure 1: Hspd0 chaperones. A} Schematic representation of the Hsp40Q subfamilies (A, B
and C) domain structure. B} Homology comparison of the amino acid sequences of DjA1
(gene DNAJA1 — GenBank accession no. NM_001539) and DjB4 (gene DNAJB4 —
GenBank accession no. NP_008965). The nomenclature is from Ohtsuka and Hata (33).
Gray box: J-domain; underlined gray line: G/F-rich region; underlined black line: Cys-rich
domain; white box: C-terminal domain. The arrow indicates the last residue in the DjA1;.a3
deletion mutant. DjA1 has 47% of similarity with DjB4 (81% at the J-domain).

Figure 2: Expression, purification, secondary and quaternary structure. A) SDS-PAGE
12%. Lane 1: Molecular mass markers in kDa (left); lanes 2, 6 and 10: bacterial pellet
before induction; lanes 3, 7 and 11: bacterial pellet after induction with IPTG; lane 4, 8 and
12: supernatant of lysed cells; lanes 5, 9 and 13: purified proteins. B) Analytical molecular
exclusion chromatography. Bottom panel. The measured retention times of standard
proteins (see Material and Methods). Top panel: The measured retention times for DjA1,
DjA11.332, and DjB4. The estimated apparent molecular masses were 120 kDa, 100 kDa
and 40 kDa, respectively. C) Circular dichroism. Residual molar ellipticity of DiA1, DjA11a30
and DjB4 were measured from 195 to 260 nm in 25 mmol/liter Tris-HCI buffer (pH 7.5)
containing 500 mmolfliter of NaCl and 1 mmolfliter B-mercaptoethano! at 20 °C. The
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amount of secondary structure was estimated by CDNN Deconvolution software and they
were similar among the two proteins: 35% B-sheet, 10% o-helix, 20% of turn, and 35%
random coil (errors are less than 10%).

Figure 3: Chaperone activity measurements, SDS-PAGE 10% showing the samples of
chemical - (A) and thermal (B) unfoided luciferase (LUC) in the presence and in the
absence of increasing concentrations of Hsp40 proteins (5 to 15 ymolfiter) (see Material

and Methods). Samples of free luciferase were loaded for comparison purpose.

Figure 4: Experimental SAXS curves of DjA14.332, DjA1 and DjB4 in solution and results
of the fitting procedures. A) log | versus g experimental curve. The open squares (DjA14.
aaz), circles (DjA1), and triangles (DjB4) represent the experimental curve and the
continuous line of the scatiering intensity from the DAM (obfained from DAMMIN). B}
Distance distribution functions of DjA1, DjB4 and DjAi1as. The arrows point out the

maximum diameters Dnax.

Figure 5: Low-resoiution DAM modeis generated from SAXS data from human Hsp40
and molecular fitting. A) The DjA1 dimer is shown in white (left, dimensions: 140 x 82 x
52 A), the and DjA1,.33z monomers are shown in red and yeilow (center, dimensions each:
140 x 57 x 42 A). DjA1,33; is presented as a dimer model constructed from monomers for
comparison with DjA1. The dimer DjA1,332 has hydrodynamic properties, predicted by
HydroPro software (data not shown), very similar to those from DjAt1. One view of the
superposition of DjA1 and DjA11.a32 is represented in right. B} The DjA1.332 ab initio model
showed to be a good envelope for the available structure of Hsp40 domains. Red: the NMR
structure of the J-domain (residues 2-77, 1HDJ — ref. 56), and Green: the crystallographic
structure of the Cys-rich and C-terminal domains (residues 103-350, INLT — ref. 21),
connected by a dot line {(G/F-rich region, structure not available). The subdomains (! to il
ref. 21) of the Cys-rich and C-terminal domains are shown. C) The domains disposition
profile obtained in C) was used to construct the domains disposition profile for the DjA1
SAXS model. Red: the NMR structure of the J-domain (residues 2-77, 1HDJ - ref. 56), and
Green: the crystallographic structure of the Cys-rich and C-terminal domains (residues
103-350, 1NLT — ref. 21}, connected by a dot line (G/F-rich region, structure not available).

D) Ab initio modei developed to DiB4 (dimensions: 200 x 93 x 48 A). E} The DjB4 ab initio
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model showed o be a good envelope for the available structure of Hsp40 domains. Red:
the NMR structure of the J-domain (residues 2-77, 1HDJ — ref. 56), and Green: the
crystaliographic structure of the C-terminal domains (residues 180-349, 1C3G - ref. 26),
connected by a dot line (G/F-rich region, structure not available). The relative position
between DjB4 and DjA1 J-domains is a strong indication of different quaternary structure
between these proteins. The superposition was performed using the WebLab ViewerLite
software.

Figure 6: Sedimentation equilibrium experiment. Sedimentation equilibrium experiments
were performed at 6,000, 8,000, and 10,000 rpm (AN-60Ti rotor) with scan data acquisition
at 238 nm and in 25 mmol/liter Tris-HCI buffer (pH 7.5), 500 mmol/liter NaCl, glycerol 1%
and 0.5 mmol/liter B-mercaptoethanol. The best fits of experimental data for 250 pg/mL of
either DjA1 or DjB4 at 6,000, 8,000 and 10,000 rpm at 20 °C are shown (see Material and
Methods for details). The random distribution of the residuals (bottom panel) indicates that
the fit is satisfactory. A) Sedimentation equilibrium data of DjA1 agrees with a dimer
structure with 93.0 = 1.0 KDa. B} Sedimentation equilibrium data of DjB4 agrees with a
dimer structure with 80.0 + 1.0 KDa.

Figure 7: Sedimentation velocity experiments. A) Sedimentation velocity experiments
carried out at 20 °C, with scan data-acquisitéon at 230 and 238 nm at low and high protein
concentration, respectively. Rotor (AN-60Ti) velocities were 25,000 rpm for DjA1 and DjB4
and 30,000 rpm for DjA14.33.. The figure displays experiments with 0.6 mg/mliter of DjAT,
0.8 mg/miiter of DjA11.332, and 0.48 mg/mL of DjB4 in 25 mmol/liter Tris-HCI buffer (pH
7.5), 500 mmolfiiter NaCi, glycerol 1% and 0.5 mmol/liter B-mercaptoethanol (except for
DjA1:.a32 that was carried out in the absence of glycerol. The g(s*) distributions were fitted
using the Origin (Microcal Software) with a Gaussian giving apparent sedimentation
coefficients s* of about 3.8, 3.2 and 2.65 Svedberg for DjA1, DjB4 and DjA1q.a3,,
respectively. B) Plots of sxw versus protein concentrations fitted by linear regression to
calculate the s%w: 4.63 + 0.05, 3.78 + 0.01 and 2.85 + 0.03, for DjA1, DjB4 and DjA11.332,
respectively.

Figure 8: Proposed models for the interaction of DjA1 and DjB4 with Hsp70. See text for

discussion.
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Figure 2B
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Figure 3A
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Figure 4A
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Figure 6A

Figure 6B
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Figure 7A
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Figure 8
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8.2 Anexo ill

Coeficiente de absortividade molar (mol/L"".cm™) para as proteinas recombinantes
utilizados para a quantificag8o das proteinas. Os dados foram calculados pelo programa
ProtParam Tool (hitp://ca.expasy.org/tools/protparam.himl) de acordo com Giff ef af. (1989).
As proteinas Hsp70-1A, montalina, DjA1, DjA1,332 e DjB4 e foram consideradas em fuséo
com a cauda amino-terminal de poli-histidina. Dados para as proteinas GrpE#1 e GrpE#2
humanas foram calculados sem o peptideo precursor.

_ e-mol/L " em™ (por A em nm)
Proteina Recombinante

276 278 279 280 282
Hsp70-1A 32.840 32.454 31.735 30.820 29.440
Mortalina 20.190 190.854 19.350 18.730 17.840
DjA1 16.820 16.162 15.515 14.800 13.920
DjA1 1320 13.920 13.362 12.825 12.240 11.520
DjB4 21.640 24.254 20.695 20.010 19.040

GrpE#1 7.395 7.127 6.845 6.520 6.120
HisGrpE#2 4.350 4.200 4.035 3.840 3.600
GrpE#2 4.785 4.581 4,395 4.200 3.960

8.3 Anexo IV

Borges, J.C., Fischer, H., Craievich, A.F., Hansen, L.D. & Ramos, C.H.I. (2003) Free human

mitochondrial GrpE is a symmetric dimer in solution. J. Biol. Chem., 278, 35337-35344,
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The co-chaperone GrpE is essential for the activities
of the HspT70 system, which assists protein folding. GrpE
is present in several organisms, and characterization of
homologous GrpEs is important for developing strue-
ture-function relationships. Cloning, produeing, and
conformationsl studies of the recombinant buman mito-
chondrial GrpE are reported here, Circular dichroism
measurements demonstrate that the purified protein is
folded., Thermal unfolding of human GrpE measured
both by circular dichroism and differential scanning
calorimetry differs from that of prokaryotic GrpE. Ana-
Iytical uliracentrifugation data indicate that human
GrpE is 8 dimer, and the sedimentation coefficient
agrees with an elongated shape model, Small angle x-ray
scattering analysis shows that the protein possesses an
elongated shape in solution and demonstrates that its
envelope, determined by an ab initio method, is similar
to the high resolution envelope of Escherichia coli GrpE
bound to DnaK obtained from single crystal x-ray dif
fraction. However, in these conditions, the E. coli GrpE
dimer is asymmetric because the monomer that binds
DnaK adopts an open conformation. It is of considerable
importance for structural GrpE research to answer the
guestion of whether the GrpE dimer is only asymmetric
while bound to DnaK or alse as a free dimer in solution.
The low resolution structure of human GrpE presented
here suggests that GrpE is a symmetric dimer when not
bound to DnaK. This information is important for un.
derstanding the conformational changes GrpE under-
goes on binding to DnaK.

Nascent proteins in the cell sometimes reguire the assistance
of one or more protein compiexes named molecular chaperones
to fold correctly (1, 2. An important chaperone complex is
composed of the molecular chaperones Hsp70, Hspd0 (or
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DnaK and Dnad, respectively) and GrpE, which are highly
expressed and important for several cell processes (3-7). The
Hsp70 affinity for unfolded proteins is regulated by nucleotide
binding to its nucleotide binding domain (NBD}, which has a
molecular mass of about 45 kDa (5, 8} The Hsp70 C terminus
forms the substrate binding domain (SBD), which is capable of
binding hydrophebic amine acid residues and has a molecular
mass of about 20 kDa (8, 8). Co-chaperones Hspd$ and Grpk
interact both in vivo and in vitro with DnaX (6, 10, 11}, stim-
ulating its ATPase activity (12} and regulating the ability of
PnaK to bind and stabilize unfolded proteins {13). The impor-
tance of GrpE in the Hsp70 chaperone machinery is shown by
the following: it is essential for bacterial viability at all tem-
peratures {14}, GrpE acts as an exchange factor that releases
nucleotides hound to DnaK (12), and it is important for DnaX
recycling (11). The first indication that GrpE was a homodimer
came from cross-linking studies with glutaraldehyde (15). Sub-
sequently, analytical ucliracentrifugation experiments (16}
showed that GrpE has a dimeric structure with an elongated
shape that binds DnaK with 2:1 stoichiometry.

The crystallographic high resolution structure of residues
84-197 of Escherichia coli GrpE (EcGrpEg,.i9y) complexed
with the E. coli DnaK-NBD (EeDnaK, ;05) corroborates that
GrpE forms a dimer and shows that only one of the subunits,
known as the proximal monomer, binds to Hsp70 (17). In this
structure, the GrpE dimer is asymmetric because the proximal
menomer adopts a more open conformation than the distal
monomer. Knowing whether this asymmetric conformation re-
mains while GrpE is free in sclution is necessary for under-
standing this protein structure-function relationship in the
cell. The GrpE C-terminal domain, EcGrpE,4,. 197, 18 B-siruc-
tured and binds to the DnaK-NBD causing the release of ADP
from the NBD {17). The function of the GrpE N terminus
remains to be understood fully. The GrpEy;. g domain forms a
long coil-coiled o-helical structure {17} and may function as a
thermosensor because it appears to be responsible for the GrpE
thermal transition at physiological temperatures {18). GrpE
appears to be the only component of the Hsp70 chaperone
machinery which undergoes a thermal transition at a physie-
logically relevant temperature {19). The GrpEgg ;5y domain
forms a four-helix bundle (17} and likely acts as the stabiliza-
tion center for dimerization (18). GrpE is present in eukaryotes
(20-22), and it is generally assumed that they share high
structural similarity with their prokaryete homologs. Thus, it

mum diameter; DAM, dummy atom model; DSC, differential scanaing
calorimetry; DTT, dithiothreitol, NBD, nucleotide binding domain of
Hsp70; A, radius of gyration; SAKS, small angle x-ray scattering anal-
ysis; SBD, substrate binding domain of Hsp70.
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is important to characterize the structure and function of GrpE
from diverse organismas to test this hypothesis. The sequence of
human mitochondrial GrpE (23) is represented in Fig. 1 along
with the E. coli GrpE sequence showing that they share about
30% identity. The mitochondrial form of human GrpE is ex-
pressed as an immature protein that matures when its mite-
chondrial signaling peptide is lost.

Human GrpE was cloned and expressed in E. coli and puri-
fied by ion exchange chromatography and preparative molecu-
lar exchange chromategraphy. The secondary structure char-
acterized by cireular dichroism (CID) showed that the protein is
folded. Temperature-induced unfolding followed either by CD
or by differential scanning calorimetry (D80 showed that hu-
man GrpE unfolding iz only partially reversible, whereas
E. coli GrpE exhibiis reversible unfelding up to 6¢°C {19
Analytical ultracenirifugation data indicate that the protein
has the molecular mass of a dimer, and the caleulated sedimen-
tation: coefficient agrees with the value expected for a protein
with an elongated shape. The elongated shape was alse derived
independently from small angle x-ray scattering analysis
(SAXS). The hydrodynamic parameters derived from SAXS
data agree with those determined by analytical ultracentrifu-
gation. Qur envelops models are similar to the envelope of the
erystallographic structure of E. cofi GrpE bound to the DnaK-
NBD determined by Harrison 2f gl (17). The low resclution
structure generated from our SAXS data in solution sugpests
that GrpE is a symmetric dimer when not bound to DnaK. The
implications of our conclusions coneerning human GrpE con-
formational changes in siructure-function relationships of this
co-chaperone are discussed.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Cloning, Expression, and Purification—The human ¢cDNA IMAGE
clone {GenBank accession number BES14754) was used for cloning the
mitochondrial GrpE (Mt-GrpE#1, {GenBank accession number
QOHAVT). Two primers were used to amplify the ¢DNA by PCR and to
create the restriction enzyme sites Ndel and Xhol for cloning into
pET23a vector (Novagen), The 5" .primer (8- TCTCCCCGGCATATGET-
GCACAG-3') containing the Ndel restriction site was designed to an-
neal downstream to the mitochondrial peptide signal, eliminating this
sequence in the recembinant protein. The correct cloning was confirmed
by DNA seguencing using an ABI 377 Prism systers (PerkinElmer Life
Seiences). These procedures created the pET23aHMGrpE#1 vector,
which was transformed in E. cofi strain BLZ1{DES3) for protein expres-
sion by adding 0.4 mmeol/li#er iscpropyl thio-f-b-galacteside at Ay, =
0.8. The induced celis were grown for 5 h and harvested by centrifuga-
tion for 10 min at 2,600 x g. The bacterizal pellet was resuspended in
lysis buffer (58 mmolfliter Tris-HCI, pH 8.0, 50 mmoWhter KCi, 10
mmaolliter EDTA, 156 mlliter medium}, disrupted by senication in an iee
bath, and centrifuged as described above, The supernatant was dia-
lyzed against equilibration buffer (25 mmolliter Tris-HCl, pH 7.5, 1
mmolfiiter DT} and then submitted fo ion exchange chrematography
on Q-Sepharose resin using an AKTA FPLC (Amersham Biosciences).
Human GrpE was eluted in 100 mmol/liter NaCl, dialyzed against the
second equilibration buffer (256 mmelditer Tris-HCE, pH 7.5, 166 mmol/
iter Nall, 1 mmoelliter DTT) and toaded on a HiLoad Superdex 200pg
molecular exclusion column using an AKTA FPLC. The degree of puri-
ficaticn of human GrpE was estimated by SDS-PAGE (24), and is
concentration was determined spectrophotometrically using the calen-
lated extinetion coefficient for denatured proteins (25, 28).

Circular Dichroizm (CD) Spectroscopy-—CD meassurements were re-
corded on a Jasco J-810 spectropolarimeter with temperature controlled
by Peltier Type Control System PFD 42588, Human GrpE was resus-
pended in 16 mmolliter phosphate buffer, pH 7.2, and 1 mmol/liter
B-mercaptoethano! at a final concentration of 20 pmol/liter. Data were
coliected at a scanning rate of 50 nmy/min with spactral band width of 1
nm uging a l-mm path length cell af increasing temperatures (for
details, see Fig. 3 legend). CONN Deconvolution software (version 2;
Bicinformatik. biochemiech.uni-halle.dee/ednn) was employved for sec-
ondary structure prediction. All buffers used were of chemical grade
and were filtered before use {o avoid seattering from small particles.

DSCThe measurements of human GrpE thermal denaturation
were done both in an N-DSC IfI differential scanning ealorimeter (Cal-
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orimetry Sciences Corp.} and in a VPDSC Differential Scanning Calo-
rimeter (MicroCal), which gave similar resuits. The measurements
were performed with protein concentrations of 7, 45, and 130 umoliiter
and in two sets of buffers; 26 mmeal/liter Hepes pH 7.8, 50 mmol/liter
KCl, 5 mmol/liter MgCly; and 25 mmol/liter Tris.HCI, 156500 mmol/
liter NaCl, 1 mmol/liter B-mercaptoethanol. The scan rate was varied
from 0.5 t0 1.5 °C/min, and the temperature measurement range was
from 10 to 160 °C. The reversibility of unfolding was tested by perform-
ing several consecutive up and down scans and by scan rate variation.
Base lines were run severazl times in all of the conditions mentioned
above.

Analytical Ultracentrifugation—Sedimentation velocity and sedi-
mentation equilibrium experiments were performed with 5 Beckman
Optima XL-A analvtical ultracentrifuge. The protein was tested in
concentrations of 50, 100, and 200 pg/ml in 25 mmolhter Tris-HC!
buffer at pH 7.5, with 150 mmolliter NaCl and 0.5 mmolfliter DTT,
with no apparent aggregation. The sedimentation velocity experiments
were carried out at 20 °C, 40,000 rpm (AN-60T: rotor), and the scan
data acquisition was taken at 230 nm. The sedimentation equilibrium
experiments were made at 20 °C at speeds of 7,000, 9,000, and 11,000
rpm using the AN-80TI rotor. Scan data acquisition was done at 230
nm. The analysis involved fitting a model of absorbance versus cell
radiug data by nonlinear regression. All fits were done with the ORI-
GIN software package (MicreCal Software) supplied with the instru-
ment. The van Holde-Weischet (27} (sediment coefficient plot), Second
Moment {28}, and the Sedimentation Time Derivative (g(s*) integral
distribution} {28} metheds were used to anslvze the sedimentation
velocity experiments. The methods used for analyzing both velocity and
equilibrium experiments allow the calculation of the apparent sedimen-
tation coefficient 5, the diffusion coefficient D, and the molecular weight
M, The ratio of the sedimentation to diffusion coefficient gives the
malecular weight;

sRT

M= BT Voarg

(Eq. 1)
R is the gas constant and 7T is the absolute temperature. The software
Sednterp {(www jphilo.mailway.com/download. htm) was used o esti-
mate protein partial specific volume (Vbar = 0.7432 m¥g), buffer den-
sity (p = 1.0082 g/ml), and buffer viscosity {n = 0.01pcise). The Self-
association method was used to analyze the sedimentation equilibrium
experiments using several models of asseciation for human GrpE to it
the data. The distribution of the protein along the cell, obtained in the
equilibrium sedimentation experiments, was fitted with the Equation 2
(20,

M(1 - Vb it —
arpw’lr 70)> (8. 2)

= Cﬁxp( SR

where C is the protein concentration st radial position r, C, is the
protein conceniration at radial position ry, and w is the centrifugal
angular velocity.

SAXS—8mall angle x-ray seattering experiments were performed at
the SAS beam line of the LNLS synchrotron radiation facility, Campi-
nas, Brazil {31}, Measurements were make with a monochromatic x-ray
heam with a wavelength A = L.488 A for a sample-detector distance of
840 mm covering the momentum transfer range 0.01 < g < 0.44 At (g =
4wsintyA, where 28 is the scattering angle). The scatiering intensity was
recorded using a one-dimensional position-gensitive x-ray detector. The
scattering curves produced by the protein solutions of sither 5.0 or 19.4
mg/ml and of the solvent (25 ma Tris-HCL, pH 7.5, and 1 mmol/liter
DTT} were collected in many short (90 8) frames to moniter radiation
damage and beam stability. The data were normalized to account for
the natural decay in intensity of the synchrotron ineident beam and
corrected for inhomogeneous detector response. The scattering inten-
sity produeed by the buffer was subtracted, and the difference curves
were scaled to equivalent protein concentration,

To determine the molecular mass of human GrpE, a 5 mg/mi bovine
serum albumin {66 kI}a) solution was used as » standard. The molec-
ular mass of human GrpE was inferred from the ratio of the extrapo-
lated I{0) value of human GrpE to that of bovine serum albumin.
Because there was no negative region in the pair distribution function,
we can safely conclude that all sclutions studied were in the “dilute”
state, L.e. no interferences of scattering amplitudes were produced by
the interaction of different isolated scattering objects.

Models and Computer Programs—The distance distribution function
plry and the radius of gyration R, of the human GrpE protein were
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evaluated from the corrected and normalized SAXS curves by the indi-
rect Fourier transform program GNOM (32, 331 A constant was sub-
tracted from the experimental data to ensure that the intensity at
higher angles decayed as ¢~* following Porod’s law for & two-electron
density model {34). The value of the constant was derived automatically
from the outer part of the curve using a linear fit to ¢*Hq) versus g* plots
by the shape determination program DAMMIN (35), which will be
described later. This procedure reduces the contribution from scattering
because of the short range fluctuations of the internal protein structure
and yields an approximation of the “shape scattering curve” (ie. the
scatiering intensity produced by the excluded volume of a pariicle with
& spatially constant density).

The low resolution shape of GrpE was obtained from the experimen-
tal SAXS data with an ¢b initic method implemented in DAMMIN (34}
A sphere of diameter 12, was filled by a regular grid of points corre-
sponding to a dense hexagonal packing of small spheres (dummy atoms)}
of radius », << I .. The structure of the dummy atom model (DAM) is
defined by a configuration X, asgigning an index to each atom corre-
sponding to solvent {0} or solute particle {1}, The computed scatiering
intensity curve of the DAM is compared with the intensity curve deter-
mined experimentally and the model is progressively modified by suc-
cessive minimization trials of a function /X defined as follows,

AXY = + aPX)

where y is the discrepancy between the experimental and meodeled
SAXS intensity functions given by the bllowing,

(Bg. 33

i A
o Hg) —fm{qu
X VN" 12( olg) (Eq. 4)

where IV is the number of experimental points, I _{g;) is the experi-
mental intensity, and o{g;} is the standard deviation in the jth peint. In
Equation 3, o is a positive constant, and P(X} is an added penalty
function that avoids sclutions with loose bounds or disconnected
structures.

The DAMMIN program searches for a compact interconnected con-
figuration y, minimizing the function AX) defined by Equatien 3. Start.
ing from the initial configuration corresponding to & sphere with a
radius r = D /2, where 12 is the maximum diameter determined
by the GNOM program, filled with small spheres {dummy atoms) with
ro < R, a simulated annealing algorithm is employed for the minimi-
zation procedure (35). DAMMIN finally generates the best structure
model containing a fraction of the initial small dummy atoms and also
yields the SAXS intensity of the resulting model.

The coordinate set of poesitions for E. coli GrpE was obtained from
Protein Data Bank (1DKG) (17). Relative positions of the domains were
found with an autemated procedure that iteratively rotates their enve-
lope functions to minimize the discrepancy with the ab initio low reso-
lution structure. The models were displayed using the program
MASSHA (36). B, maximum iniraparticle distances (D), envelope
functions, and scattering curves were caleulated from these atomic
coordinates by the CRYSOL program taking inte account the influence
of the hydration sheli (37). SUPCOMB {(38) was used to superimpose ab
initio low resclution models onto erystaliographic structures,

The HydrePre program (39) was used to estimate the translational
diffusion coefficient B, the R, the sedimentation coefficient s, and
{ip-to-tip distance from the b initic model generated by SAXS data at
20 °C, The HydroPro software was set up with radius of the atomic
elements of 3.5 {from ¢b initio development), sigma factors from 510 8
(as indicate by supplier) and minibeads radius (SIGMIN and SIGMAZX)
from 6 to 2 A after initial evaluation of the two extremes. The param-
eters Vbar, p, and 1 were estimated using the software Sednterp (www.
jphilo.mailway.com/download.htm). The translational friction ratio or
Perrin facior P, which indicates the relation of the frictional coefficient
of the human GrpE particle t0 a sphere of the same molecular weight
{fif,), was estimated by Selpro software (40).

The SWISS-MODEL program (41-43) was used for modeling the
human GrpE by homology with the crystal structure of E. coli GrpE
(vesidues 34-197) (17) ag the model for human GrpE,; o, (residues
48--191). 'The program PredictProtein (44) wag used to estimate the
secondary structure of the N-terminal region (1-50 amino acids) of
human GrpE, which was missing in the mods! generated by the SWISS-
MODEL program. The N-terminal and its respective secondary siruc-
ture prediction were loaded on software HyperChem (www . hallogram.
comfindex. html) for modeling and geometry optimization. This N-ter.
minal model was then linked to the initial medel {human Grp-

¥16. 1. Amino acid slignment of mitochondrial human GrpE
(HMGE) and E. coli GrpE {(EcGrpE). The amino acid sequences of
mitochondrial human GrpE (Mt-GrpE#1, GenBank accession no.
QUHEAVT) and E. coli GrpE (GenBank accession no. NP311803) are
represented by the ome-letter codon, and similar residues are shown
inside boxes, The thin black line below the first residues in the human
GrpE sequence indicates the mitochondrial peptide signal, and the
arrow represents the amino acid Leu-27 that was mutated to Met (the
recombinant human GrpE produced here has this Met as the first
codon; for detsils see “Experimental Procedures™). The thick boxes un-
derfining the E. coll GrpE represent the main regions in this protein as
seen in its crystallographic structure: white, BEeGrpE g, region formed
by long coiled-coil u-helix; gray, four-helix bundle (BeGrpEgy_y50); and
Black, B-sheet domeain (BeGrpFiss 104l

B, s_i5:) generated by SWISS-MODEL program and fitted in the bead
model generated from SAXS data. After geometry optimization this
whole model was analyzed in terms of tip-to-tip distance, radius of
gyration, diffusion and sedimentation coefficients, and Perrin factor
prediction using the HydroPro seftware simulsiing the same conditions
as the experimental data were obtained.

RESULTS

Cloning, FExpression, and Purification—Human and E. coli
GrpE amino acid sequences are shown in Fig. 1 for comparisen,
the two proteins have about 53% similarity and 30% identity.
During the cloning of the human GrpE ¢DNA two sequence
changes were made to allow recombinant expression of the
functional protein in strain BL21(DE3). First, the ¢DNA 5'-
sequence that codes for the mitochondrial peptide signal se-
quence was deleted. In human cells this peptide is removed
from the protein when it reaches the mitochondria, but the
bacterial host does not have the machinery to make this dele-
tion. Without this modification, our expressed recombinant
GrpE would have an N-terminal portion that is not present in
the mitochondrial GrpE. This change causes the first residue in
the mature protein o be leucine, which is not recognized as a
start codon by strain BL21(DE3}, thus the second change re-
placed this codon for a methionine codon. DNA sequencing
confirmed the correct cloning and sequence of this mutated
eDNA {data not shown) Human GrpE was expressed in a
soluble state and in large amount, and the purification proce-
dure resulted in a single protein band with the expected mo-
lecular mass (21.5 kDa) in SDS-PAGE (Fig. 2}. Purified human
GrpE shows no sign of impurities or degradation, is soluble
{even in water), and folded (see below).

Secondary Structure Analysis by CD and Thermal Analy-
sis—CD spectropolarimetry was used fo assess the protein
secondary structure content as a function of temperature (Fig.
3, @ and b). Analysis of the global shape of the far UV CD
spectra indicates that human GrpE is folded and soluble, al-
lowing measurements down to near 180 nm. The far UV CD
spectrum shows characteristics of a highly o-helical protein,
and analysis by the CDNN Deconvolution software indicates
that about 55% of the protein is in this form (Fig. 3a). The
CDNN software used the whole spectrum from 260 to 180 nm
for secondary siructure analysis, thus the caleulation benefits
from the good {1 signal at low wavelengths. Increasing tem-
perature causes the protein to unfold; there is a slight change
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Fic. 2. SD8-PAGE showing recombinant human GrpE expres-
sion profile and the purified protein. Lare I, molecular mass
markars in kDa {right); lane 2, bacterial pellet before induction; lane 3,
bacterial pellet after § h of induction with isopropy! thio-f-p-galacto-
side; lone 4, supernatant of iysed cells; lane 5, human GrpE after
chromatographic purification. Human GrpF is expressed in large guan.
tity and is highly pure.

-

in the CIJ signal at 222 nm from 4 to 50 °C and a more accen-
tuated change above 50 °C (Fig. 3b). This temperature depsnd-
ence is verified by DSC, the protein started to unfold at about
50 °C (Fig. 4). The unfolding of human GrpE is not completely
reversible even if the protein is heated to only 50 °C as shown
by both CD and DSC experiments (Figs. 3b and 4), The unfold-
ing measured by DSC shows at least two unfolding events, one
with a midpoint at 57 °C and the other, probably aggregation,
occurs above about 62 °C (Fig. 4).

Hydrodynamic Analysis by Analytical Ultracentrifugation—
The hydrodynamic properties of human GrpE were analyzed by
both sedimentation velocity (Fig. 5a) and sedimentation equi-
librium (Fig. 556). In all of the experiments performed, GrpE
behaved as a menodisperse protein system and did not show
any sign of aggregation at concentrations from 50 up to 200
ng/ml. Sedimentation velocity analysis shows that human
GrpE has an apparent sedimentation coefficient of 2.256 =
0.05 s and a predicted molecular mass of 42 + 1 kDa (Table 1.
The results of sedimentation equilibrium experiments were
consistent with a dimeric protein state and a molecular mass of
43 * 1 kDa at all velocities and concentrations tested; the
analysis of residuals evidenced the high quality of the fit. The
data generated by analytical ultracentrifugation are thus con-
sistent with a dimeric model for GrpE with an elongated shape
and a molecular mass of 42,5 ~ 1.5 kDa (Table I3

SAXS Measurements—The SAXS curves at 5.0 and 19.4
mgfml exhibit a similar g dependence, and therefore the pro-
tein is in the same configuration in both solutions, and the
solutions are both in the dilute state so that the basic assump-
tion of isolated proteins producing independent scattering am-
plitudes is obeyed. The experimental SAXS curves after nor-
malization and subtraction of parasitic scattering are displayed
in Fig. 6, ¢ and b, together with the computed curve from a
DAM model as described under “Experimental Procedures.” In
Fig. 6o the SAXS intensity is plotted on a logarithmic scale to
show the goodness of fit of the modeled function within the high
g range. In Fig. 65 the SAXS intensity is given on a linear scale
together with a Guinier plot (og Hg) versus ¢, inset) (45,
which allows determination of the £, of the protein from the
slope of the linear portion within the low ¢ limii of the curve.
The distance distribution function associated with the scatter-
ing object, plr), was evaluated with the GNOM package, and B .
was determined from the Guinier plot, also by applying the
GNOM program. The molecular mass was obtained from SAXS
results by comparing the intensity extrapclated to ¢ = 0 with
the corresponding data on bovine serum albumin and deter-
mined to be 38 * 2 kDa. This value indicates that the GrpE

Conformational Studies of Human GrpE

a
4D

) [
i) (=]
1 i

i

81 {depemt mel IXT0R
o
d

i 5, . £ 1 5
iz 3224 245

Wavelength {nm)

BLo, o (deg.cm? dmol x10° O

Temperature {°C)

Fii. 3. CD experiments. a, residual molar ellipticity [8] of human
GrpE was measured from 180 to 260 nm in 10 mmol/liter phosphate
buffer, pH 7.2, and 1 mmolliter S-mercaptoethanol at 20 °C. The
amount of secondary structure was calculated by CONN decenvolution
software: 56% a-helix, 25% B-sheet and turn, and 20% random coil
{errors are less than 10%). b, temperature-induced unfelding of human
GrpE as followed by CI) at 222 nm at a scan rate of 1 *C/min. Unfolding
from 4 o 90 °C data is shown by apen circles, refolding from 57 to 4 °C
data is shown by open triangles, and refolding from 90 to 4 °C data is
shown by open squares. The refolding is partially reversible from 57 and
90 °C or if the protein was heated only te 50 °C (data not shown).

protein is in a dimeric state, both at low and high concentra-
tions (5.0 and 19.4 mg/ml, respectively).

The experimental values of the maximum diameter of the
protein, D, = 155 A obtained from the curve plotted in Fig.
7 and the B, = 45.2 A, obtained from the Guinier plot, and
caleulated by GNOM program, suggest that the protein is very
elongated. This is also evidenced by the shape of the distance
distribution function p{r) plotted in Fig. 7, which exhibits the
typical asymmeiry corresponding to very elongated scattering
particles. This elongated shape of human GrpE caused the
protein to elute from a gel filtration column earlier than ex-
pected for a typical globular protein with similar molecular
mass {data not shown}.

Ab Initio Shape Determination of Human GrpE by DAM-
MIN--The human GrpE ¢hape was determined by an ab initio
procedure using the DAMMIN program (35). In this method, a
sphere of diameter D, {s filled with densely packed smail
spheres {dummy atoms) with radius r, << D, .. This method
uses a simulated annealing algorithm and searches to mini-
mize & function that accounts for the differences between ex-
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Fic. 4. DSC, Human GrpE temperature-induced unfolding was in-
vestigated by DISC with protein concentrations of 7, 45, and 130 umol/
liter and in two sets of buffers: 256 mmolfiter Hepes pH 7.6, 50 mmol/
titer KCl, and 5 mmolliter MgCl,; and 28 mmelliter Tris-HCI, 150500
mmolhter NaCl, and 1 mmoiliter B-mercaptosthancl. The scan raie
varied from 0.5 to 1.5 *C/min, and the temperature measurement range
was from 10 to 100 °C. Curves are presented for the first {solid line) and
second (dotted line) temperature-induced unfolding of GrpE, showing
that the unfolding is irreversible {even if the first scan was up to only
57 °Cl. The protein started to unfold at about 50 °C. There are at least
two unfolding events, one has a midpoint at 57 °C, and the other is
probably aggregation thai cccurs above about 62 °C. The human GrpE
unfoiding profile shown here is independent of salt concentratien from
50 to 500 mu, of concentration from 7 to 20 pmelfiter, and of scan rate.

perimentally determined seattering curves and those caleu-
lated from DAM models. A “locseness” penalty term is added fo
the minimization function ensuring that the procedure yields a
compact and interconnected model. The low resolution struc-
ture model was derived from the experimental data assuming a
2-fold symmetry for the dimer. The symmetry restriction re-
sulted in a significant reduction in the number of model free
parameters. The starting volume for human GrpE dimer cor-
responds to a filled sphere with a diameter ) = 170 A contain-
Ing o = 4,196 durmmy atoms with a radius », = 4.75 A,
Twenty independent ab initio simulations were performed. At
the end of the DAMMIN numerical process that tries to dimin-
ish the discrepancy between the experimental and medeled
curves, 182 = 1 dummy atoms remained in the final model of
the human GrpE dimer at low resolution. The obtained DAMs
are presented in Fig. 8a. DAM-derived structure parameters
agree with those directly defermined from the SAXS curve as
seen in Table I, To verify the unigueness of the resulting shape,
several independent restorations were performed with differ-
ent starting conditions yielding similar resuits. The analysis of
the SAXS curve corresponding to the solution with rather high
human GrpE dimer concentration (19.4 mg/ml) gave the best
resolution of the final model as 15 A. This resolution does not
permit unambiguous determination of the spatial positions of
secondary structure elements, but it allows the overall shape of
the molecule and relative positions of individual protein do-
mains to be obtained.

The crystal structure of E. coli GrpE {(17) was used for mod-
eling the human GrpE with the SWISS-MODEL, PredictPro-
tein, and HyperChem programs (see “Experimental Proce-
dures”). These programs yielded the estimates of the global
structure of human GrpE shown in Fig. 8, b-e. Fig. 85 shows
the human GrpE dimer structure modeled from the proximal
monomer of the E. coli GrpE crystallographic struchure (17
fitted into the DAM model. The fit of the S-sheet domains is not
satisfactory. In the GrpE dimer, the proximal monomer is
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Fic. 5. Analytical ultracenirifugation experiments. ¢, sedimen-
tation velocity. Sedimentation velocity experiments were carried out at
20 °C, 40,000 rpm {AN-80TS rotor), and with scan data acquisition af
230 nm. The figure shows the experiment with 200 pg/mi GrpE in 25
mmo¥/liter Tris-HCI buifer, pH 7.5, 150 mmol/iter NaCl, and 0.5 mmol/
titer DTT. The g{s*) distribution was fitted using the ORIGIN (MicroCal
Software) with a Gaussien giving s sedimentation coefficient of about
2.25 Svedberg {8,qw = 2.34}. The plot also shows that GrpE is hemo-
gensous. b, sedimentation eguilibrium. Sedimentation equilibrium ex-
periments were made at 7,000, 9,000, and 11,0060 rpm (AN-60Ti rotor}
with scan data acguisition ai 230 nm. The best fit of experimental data
for 100 pg/mi GrpE at 7,000, 9,000 and 11,000 rpm at 20 °C is shown
{for details, see “Experimental Procedures”). The random distribution
af the residuals (bottom panel} is a good indication that the fit is correct.
The fit agrees with a dimer structure of human GrpE (43 = 1 kDa).

bound o DnaK-NBD, whereas the distal monomer is not (170
Analyses of Fig, 8, ¢c—e, where the human GrpE dimer structure
modeled from the distal monomer of X, coli GrpE is fitted into
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TaBLE I
Mathematical, structural and dynamic parameters of
human GrpE in solution obtained from different
experimental procedures and modeling methods

Protein parameters generated by SAXS experimenis are compared
with the DAM model parameters. The hydrodynamic data were from
analytical ultracentrifugation experiments and also generated by Hy-
drePro with the DAM model as template and assuming the proteinis a
dimer with a molecalar mass of 43 kDa. The partial specific volume and
solvent viscosity and density were determined by Sednterp software,
For details, “Experimental Procedures.” I, transiationsl diffusion coef-
ficient; Bg, radius of gyration of the scatiering object; &%, apparent
sedimentation coefficient (sq,, is 2.34); P, Perrin factor or frictional
ratio. Errors are all lesg than 2%.

Kathematieal, Methods

siructural, and dynamic
parameiers SANE” DAMY AU HydroPro

Free parameters 264 2098
Discrepancy X 1.0
Resolution (nm) 14 2.2
Molecular mass (ka) 38.9 425
Rg (&) 45 46 45
Dy (A 155 160 156
D (x 1077 em?¥s) 4.7¢ 4.8
s* {Bvedberg) 2.25 2.20

PO 17

* Calenlated from experimental data.

5 DAM parameters of the dummy atoms model averaged over 20
models.

¢ Bguilibration sedimentsiion and sedimentation veloecity experi-
ments,

4 Number of Shannon channels given by B — g.../TT.

¢ Caleulated by the second moment method.

the DAM moedel, indicate that the S-domains and the «-helical
tail fit well. The comparison of Fig. 8, b and ¢, suggests that, in
solution, human GrpE is in the distal monomer conformation.
Fig. 8f shows the superposition of the E. eoli GrpE dimer
structure obfained by x-ray diffraction (17) onto the low reso-
lution DAM model for the human GrpE. The proximal mono-
mer {right), which binds to DnaK-NBD, does not exhibit a
satisfactory fit, whereas the distal monomer (left) vields a good
fit. Qur model of the region corresponding to the first 33 re-
sidues of GrpE, deleted in the crystal structure (17), took
into acecount the a-helical secondary structure prediction and
the best fit in the envelope (Fig. 8, ¢ and d). To evaluate the
refiability of the structure obtained from the SAXS results,
the HydroPro program was used fo calcuiate the hydrodynamic
parameters of the DAM model, yielding values very similar to those
determined experimentally (Table I). Such resulis provide addi-
fional support for the low resolution structure proposed here for
human GrpE in solution ensuring that it represents a good approx-
imation of the real conformation of the protein.

DISCUSSION

GrpE plays an important function in protein folding. It forms
a stable complex with DnaK (Hsp70®) which dissociates in the
presence of ATP (46), helping to fold nascent proteins (13}
GrpFE is essential for bacterial viahility (14}, lowers the amount
of DnaK required for function {47), and acts as the nucleotide
exchange factor for the Hsp7¢ DnaK subfamily (12). Human
mitochondrial GrpE was clened in its mature form, without the
mitochondrial peptide signal. This recombinant protein was
produced in large scale and was purified as a seluble molecule.
The purified protein is folded and presents a high ameunt of
a-helices as a component of its secondary structure. The shape
of the human Grpk CD spectra and the calculated secondary
stracture are similar fo . coli GrpE (17). Although no detailed
information about the tertiary structure is given by far UV CD
spectra analysis, the secondary structure information itself is
an indication that human and E. coli GrpE share at least some
structural homology. However, the thermal unfolding profile of
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Fig. 8. Experimental 8AXS curves of human GrpFE in solution.
a, plot of log T versus g (logarithmic scale) focusing on the features of
SAXS curves at high g¢. b, plot of I versus g (linear seale} focusing on the
features at small g, Inset, Guinier plot (log I versus ¢ within the smail
g range. I, experimental curve; 2; experimental curve after subtraction
of a constant value as described under “Results”; 3, scattering intensity
computed from the DAM medel (DAMMIN). Curves I and 2 are
indistinguishable,

human GrpE measured either by CD or DSC differs from
prokaryotic GrpE (18, 19}, showing that these proteins differ in
stability. The midpoint of the first thermal transition of human
GrpE is at about 57 °C and is only partially reversible even if it
is heated only to 50 °C, The first thermal transition of E. coli
GrpE is at about 50 °C and is reversible if the protein is heated
only up to the end of the transition at 680 °C (19). The first
thermal transition in E. coli GrpE has been suggested to be the
unfolding of the N terminus (18), a region with lower similarity
to human GrpE than the C terminus (Fig. 1). Several works
suggest that the N and the C termini of GrpE have different
functions. The N terminus apparently acts as a temperature
sensor for DnaK-DnaJ-GrpE function (18, 19, 48). We beliave
that the N-terminal region in human GrpE is prebably more
stable than in E. coli GrpE, thus shifting the thermal transition
of this region to a higher temperature. This causes the N- and
(-terminal regions to unfold simultaneously and thus not be
able to refeld. E. coli GrpE thermal unfolding is reversible
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pir}, of human GrpE showing the typicai asymmeiry that is expected for
elongated (prolate) scattering objects, The D, = 155 A is indicated by
an grrots.
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when it is heated above the first thermal transition, where only
the WN-terminal domain is unfolded (18), Unfortunately, the
thermal induced unfolding of human GrpE also results in ag-
gregation, which prevents a more precize thermsdynamic
analysis.

The snalysis of the guaternary structure of human Grph
strongly indicates that this protein exists as a dimer. Both
sedimentation velocity and equilibrium sedimentation meas-
urements of human GrpE in sclution point to a protein with a
molecular mass of 42-43 kDa at all concentrations tested. This
molecular mass is about twice the molecular mass of the hu-
man GrpE monomer. This result is in good agreement with the
analytical uitracentrifugation data generated for E. coli GrpE
(18). The analysis of the crystal structure of E. coli GrpE
confirms that this protein is a dimer with an elongated shape.
Our hydrodynamic analysis of human GrpE also agrees with an
elongated shape for this protein, and our analytical ultracen-
frifugation analysis leads to a sedimentation coefficient com-
patible with a nonglobular shape for human GrpE, SAXS data
were used to generate an ab initio model (DAM) of human
GrpE {see discussion below)} which resulted in an elongated
dimer model for GrpE. Together, the results cobtained with
analytical ultracentrifugation and SAXS data demonstrate
that human GrpE has a high frietion coefficient () for a protein
of 42-43 kDa, and consequently a high translational friction
ratic {P). The hydrodynamic parameters computed from this
model are in good agreement with those determined experi-
mentally, which gives confidence in both our results and the
structural model presented here. The hydrodynamie analysis of
human GrpE indicaies that this protein has structural simi-
larity to E. coli GrpE.

The elongated shape of GrpE is the most likely reason for the
apparently much too high molecular mass caleulated from mo-
lecular exclusion chromatography experiments (18). Several
works have indicated that the elongated shape of GrpE serves
the purpose of allowing its N terminus to also interact with
DnaK-8BD. The deletion of the first 33 amine acid residues
abolishes the release of substrate by DnaK (17), the mutation of
residue Glu-53 results in a temperature-sensitive phenotype
for lambda replication (49, and the GrpE,_»y fragment affects
the release of peptide by DnaK but not the exchange rate of
nucleotide (48). These results suggest that GrpK reduces Dnak
affinity for substrate by interacting with SBD. Although the
guestion of whether the GrpE N terminus binds to Dnak or not
is still 2 matter of discussion, our data indicate a clearly elon-
gated shape of human GrpE, the dimer being large enough and
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Fic. 8. Low resolution DAM models derived from the resulis of
the SAXS experiment and molecular modeling for hbuman GrpE.
o, front view of human GrpE DAM model showing the elongated leaf
hike shape. Grid spacing is 20 A. b, front view of human GrpE dimer
structure modeled from proximal menomer of E. coli GrpE crystallo-
graphic structure (17} fitted into the DAM model {for details, see “Ex-
perimental Procedures”). In the GrpE dimer, the proximal monemer is
bound to DnaK-NBD, whereas the distal monomer is not. This figure
indicates that the fit of the S-sheet domains is not satisfactory. ¢, front;
d, side; and e, top view of human GrpE dimer structure modeied from
the distal monomer of B, coli GrpE Btfed into the DAM model (for
details, see “Experimental Procedures”). The -domains and the a-hei-
ical iail are well fit by the model. Comparizon of (b) and (¢} indicates
that, in solution, human GrpE is in the distal monomer conformation.
These models suggest that the binding of DnaK moves the f-domain
away from the helical axis and that GrpE is an asymmetric dimer when
not bound to DnaK. /, superposition of the E. coli GrpE dimer structure
soived by single crystal x-ray diffraction (17} into the low reselution
DAM model for the human GrpE. The proximal monomer (right), which
hinds to DnaK-NBD (17), does not yield a satisfactory fit, whereas the
distal monomer (Jeft) evidences a satisfactory fit. The mode} was displayed
with the programs MASSHA and PYMOL {(pymolsourceforge.net).

sufficiently flexible to accomplish this function.

The high reschution structure of E. coli GrpE bound to NBD
of DnaK shows that this protein is s dimer with a cruciform
format (17}. The C terminus is composed mainly of B-sheetin a
rounded form, and the N terminus is composed of elongated
a-helices that almost coil around each other. GrpE interacts
with DnaK in 21 stoichiometry {16), and the crystallographic
data (17} show that this interaction is asymmetric: only one
GrpE monemer interacting with NBD of DnaK. The overall
structure shown herein for human GrpE in solution also has a
crucform format and fits well with the E. coli GrpE high
resalution structure {17). Together, all of the resulis indicate
that the human GrpE structure is guite similar to the E. coli
homeolog. The fact that human and E. coli GrpE have similar
global structures is expected becmuse these proteins share
about 53% similarity. Conservation of the amine acid sequence
in this family suggesis that the structure is also likely to be
congerved.

To test sur bead model we generated itwo possible human
GrpE structures from each monomer of E. coli GrpE. The
monomer of . coli GrpE that is bound to DnaskK has the C-
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terminal domain more “open,” compared with the unbouad
monomer (Fig. 89 (17). The human GrpE structure generated
using the bound monomer as a template does not fit well to the
head mode} generated from SAXS results (Fig. 8b), whereas the
structure generated using the unbound monomer as a template
exhibits & much better fit (compare Fig. 8, b and ¢). This
suggests that in solution, when not bound to Dna¥, GrpE is a
symmetric dimer with each monomer in a *closed” conforma-
tion. The analysis of the E. coli GrpE structure (17) shows that
the monomer and the dimer have perpendicular asymmetry,
the € terminus has a different shape than the N terminus. The
erystal structure of E. coli GrpE bound te DnaK {17) alsc shows
an axial asymmetry because the C terminus of one of the
monomers bends away from the axis (this monomer is known
as the preximal monomer}. The binding of DnaK then causes
the C-terminal domain of the proximal monomer to open, prob-
ably to expose residues that will bind to DnaX. R interesting to
note that Harrison ef al. {17) showed that part of the surface
between the g-domain and the four-helix bundle domain makes
contact with DnaK. This part is more accessible in an open
conformation. The crystal structure resolution of GrpE was
done with a protein deleted of the first 33 residues, opening the
question of whether this region has a compact or loose struc-
ture. Although our low resclution struecture cannot define the
degree of compactness in this region, it indicates that this
region is not totally loose.

The superimposed models display a consistent oversll struc-
ture that justifies the ab initic modeling. Tt should be pointed
out that, although the derived structure model generates a
SAXS intensity curve in very good agreement with the exper-
imental results, this does not in general guarantee that the
medel is unigue. Our biophysical characterization of human
GrpE in solution, using several experimental techniques,
clearly indicates that the protein is in a dimeric conformation
with an elongated overall shape. The low resolution structure
generated from our SAXS data also suggests that GrpE is a
gymmetric dimer when not bound to DnaK.

Acknowledgments—We thank the technical staff of BFM and SAS
groups at LNLS for valusble assistance.
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