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RESUMO

A mTOR € uma via de sinalizagcdo muito conservada que controla o crescimento celular em
resposta a presenca de nutrientes e fatores de crescimento. A desregulagdo dessa via em humanos
estd relacionada a doencas como céancer e diabetes. A quinase TOR ¢ ativada na presenca de
aminoécidos e recentemente descobriu-se que as pequenas GTPases da familia Rag sdo mediadoras
da sinalizacdo por Leucina. Essas GTPases sdo ancoradas na superficie do lisossomo por meio da
interacdo com um complexo de trés proteinas denominado Ragulator. Esse complexo também
ancora um brago da via das MAPKs (MEK-ERK) aos lisossomos. O entendimento deste complexo
pode nos ajudar a elucidar doencas em que a via da mTOR se encontra desregulada. Neste trabalho
obtivemos o complexo Ragulator, através da expressao da proteina p18 em corpos de inclusdo e sua
renaturagdo através da adicdo de suas parceiras Mpl/pl4 a didlise. Foram realizados estudos
biofisicos com a inten¢do de caracterizagdo do complexo, entretanto o alto grau de dissocia¢do do
mesmo resultou em certa dificuldade para caracterizd-lo completamente. Neste trabalho
caracterizamos os agregados formados pela p18 e conseguimos reduzir sua formagdo através de
dialise contendo agente redutor e suas proteinas parceiras. A renaturacdo da pl8 na presenca de
MP1/p14 favoreceu seu rendimento, indicando a interacdo entre estas proteinas, porém nao foi
possivel estabilizar o complexo Ragulator

O estudo da divisdo bacteriana é centralmente dependente de FtsZ, um homdlogo
procaridtico das tubulinas. FtsZ desencadeia a divisdo ao formar o “anel Z”, uma estrutura
supramolecular constituida por polimeros de FtsZ que circunda o interior da célula e funciona como
arcabouco do aparato de divisdo. A formacgdo do anel Z é regulada por moduladores, proteinas que
afetam tanto negativamente como positivamente a capacidade de FtsZ polimerizar-se. A proteina
MinC € um inibidor da polimeriza¢do de FtsZ, recrutada por MinD para a face interna da membrana
plasmatica, onde o complexo MinCD exerce sua funcdo. MinCD representa um inibidor sitio-
especifico da polimerizagao da FtsZ, previnindo a formagao do anel Z nos pdlos das células mas
permitindo que isto aconteca na regido central. A elucidagcdo deste processo seria de grande valia
para o desenho racional de inibidores da divisdo bacteriana. Neste trabalho, comprovamos a
interacdo entre MinC e FtsZ por Ressondncia Magnética Nuclear. Estes proteinas ndo se
encontravam em sua forma monomérica e o alto peso molecular do complexo impossibilitou a
identificacdo dos aminoacidos envolvidos nesta interacdo, devido a limites da técnica "NHSQC. No
momento, a proteina MinC estd sendo expressa em presenca de deutério, o que aumenta
significativamente o limite da técnica de "NHSQC. Foram realizados ainda estudos bioffsicos com
intuito de caracterizac¢do da interacao.
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ABSTRACT

The mTOR signaling pathway is a very well conserved pathway that controls cell growth in
response to the presence of nutrients and growth factors. Deregulation of this pathway in humans is
related to diseases like cancer and diabetes. The TOR kinase is activated in the presence of amino
acids and it was recently discovered that the Rag small GTPases family are mediators of signaling
by Leucine. These GTPases are anchored on the surface of the lysosome through interactions with a
complex of three proteins called Ragulator. This complex also anchors an arm of the pathway of
MAPKs (MEK-ERK) to lysosomes. Understanding this can help us to elucidate complex diseases in
which the mTOR pathway is upregulated. In this work, the Ragulator complex was obtained
through the expression of pl8 protein in inclusion bodies and their refolding by adding their
partners MP1/pl4 to dialysis. Biophysical studies were conducted with the intention of
characterizing the complex, however its high degree of dissociation resulted in some difficulty to
characterize it completely. In this work we characterized the aggregates formed by pl8 and
managed reduce its formation by dialysis containing reducing agent and its partner proteins. The
pl8 renatuation with MP1/p14 improve its yield, indicating interaction among these proteins,
however the Ragulator complex wasn’t stabilized.

The study of bacterial division is centrally dependent on FtsZ, a prokaryotic homologue of
tubulin. FtsZ triggers the division to form the "Z ring", a supramolecular structure consisting in FtsZ
polymers that surrounds the cell and acts as a frame of the division apparatus. The formation of the
Z ring is regulated by modulators, proteins that affect both negatively and positively the ability of
FtsZ to polymerize. The MinC protein is an inhibitor of FtsZ polymerization, recruits MinD to the
inner surface of the plasma membrane, where the complex MinCD exerts its function. MinCD is an
inhibitor of site-specific polymerization of FtsZ, preventing the formation of the Z ring at the poles
of the cells but allowing this to happen in the central region. The elucidation of this process would
be invaluable for the rational design of bacterial division inhibitors. In this work, we confirmed the
interaction between MinC and FtsZ by Nuclear Magnetic Resonance. These proteins were not in
their monomeric form and the high molecular weight of the complex prevented the identification of
the amino acids involved in this interaction, due to limitations of the "NHSQC technology. At
present, the MinC protein is being expressed in the presence of deuterium, which significantly
increases the limit of this technique "NHSQC. Biophysical studies were also performed with the

aim of characterizing the interaction.
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Capitulo 1

1. Capitulo 1

Neste trabalho serdo abordados dois tépicos, o primeiro envolvendo proteinas
relacionadas a via da quinase mTOR e o segundo abordando proteinas envolvidas na

divisdo celular bacteriana, sendo ambos os topicos separados por capitulos.

1.1. JUSTIFICATIVA

Estudo do complexo Ragulator

A via da mTOR coordena importantes mecanismos celulares tais como,
crescimento, proliferacdo, autofagia e outros. Embora esta via tenha sido muito estudada,
sua regulacdo por aminodcidos € pouco conhecida. O Complexo Ragulator parece ter um
papel central nesta regulacdo. Como sugerido em levedura, este complexo ao se ancorar aos
lisossomos e possivelmente se ligar as GTPases Rag, promove uma aproximagdao da mTOR
com seu ativador, Rheb. O conhecimento da estrutura do complexo Ragulator e do
mecanismo de interacdo das proteinas envolvidas € de grande importdncia para o
entendimento da sinalizacdo por aminodcidos. Este trabalho tem o objetivo de obter as

primeiras informacdes estruturais da p18 e de sua interagdo com MP1/p14.

FtsZ e seus moduladores

A divisdo bacteriana é um processo fundamental que s6 agora comeca a ser
compreendido em seus detalhes moleculares. A elucidag¢do da estrutura de um modulador e
a caracterizagdo dos sitios de interacdo entre FtsZ e seus moduladores representaria
informacdo inédita e relevante para este objetivo. O papel central de FtsZ na divisdo
bacteriana e a sua universalidade nestes organismos tornou esta proteina um promissor alvo
para o desenvolvimento de novos antibidticos. Um antibidtico que atue inibindo o
funcionamento do divisomo representaria um novo modo de acdo e, portanto, teria um
importante papel no combate a resisténcia bacteriana. Existem diversos relatos de pequenas

moléculas inibidoras da fun¢do de FtsZ que foram identificadas a partir de triagens “cegas”
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Capitulo 1

do tipo ‘““high-throughput”. Esta abordagem ¢ poderosa e ja produziu um candidato a
antibiético promissor [1]. Em contrapartida, existe muito espago ainda para o desenho
racional no desenvolvimento de inibidores de FtsZ. A compreensdo a nivel estrutural e com
resolugdo atdmica, de como inibidores naturais de FtsZ afetam o seu funcionamento, pode
produzir uma base de conhecimentos capazes de impulsionar o desenho racional de

inibidores da divisdo bacteriana.

1.2. OBJETIVO

Este trabalho visa atingir os seguintes objetivos:

a) Clonagem do cDNA e padronizacio da expressao e purificagdo da proteina p18;

b) Mapear a interacdo entre a pl8 e os outros componentes do complexo Ragulator
(MP1 e pl4);

¢) Padronizacdo da expressdo e purificacdo das proteinas MinC e FtsZ em meio
minimo (M9) para estudos de interacdo por RMN;

d) Caracterizar/mapear da interagdo entre MinC e FtsZ de Bacillus subtillis por RMN.
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2.Capitulo 2 — O complexo Ragulator

2.1 INTRODUCAO

A quinase mTOR e o controle do crescimento celular

A quinase TOR (Target of Rapamycin), desempenha um papel essencial na regulacao
do crescimento celular integrando diferentes sinais, tais como niveis de energia, nutrientes e
fatores de crescimento, para coordenar o crescimento e proliferacdo celular. A regulacdo da
mTOR estad envolvida nos processos de angiogénese, adipogénese e ativacdo de linfocitos T
[2] e falhas nessa regulacdo em células humanas estdo associadas a patologias como
diabetes e cancer [3];[4].

A via de sinalizacdo mediada pela TOR € seletivamente inibida por Rapamicina, uma
droga lipofilica isolada de uma cepa de Streptomyces hygroscopicus. A Rapamicina e seus
andlogos (rapalogues) apresentam interesse clinico para o tratamento de tumores sélidos,
transplante de 6rgdos (onde atua como imunossupressor), reestenose corondria e artrite
reumatoide [2]. O complexo formado entre a Rapamicina e seu receptor intracelular,
FKBP12, interage especificamente com a quinase TOR por meio de um residuo de Serina
conservado [5].

Essa quinase é conservada em todos os eucariotos e, em mamiferos, ¢ conhecida
como mTOR, FRAP ou RAFT1 [6];[7]. mTOR ¢é encontrada em dois complexos, mTORC1
e mTORC2, que conservam em grande parte a composi¢ao de proteinas, a sensibilidade a
Rapamicina e os processos celulares regulados pelos complexos TORC1 ¢ TORC2 em
levedura. As proteinas Kogl e Avo3/TSCI11, encontradas nos complexos TORCI e
TORC2, respectivamente, apresentam ort6logas em mamiferos denominadas Raptor
(Regulatory-associated protein of mTOR) e Rictor (Rapamycin-insensitive companion of
mTOR) [8];[9]. Raptor parece regular o complexo formado por mTOR e recrutar substratos
para o mesmo [10];[8]. Lst8, presente nos dois complexos, também € conservada e em
mamiferos, sendo conhecida como mLst8/GBL; sua delecdo ndo afeta a atividade de

mTORCI in vivo e desestabiliza o complexo mTORC?2, tornando-a essencial para atividade

3



Capitulo 2

deste complexo [11].

A quinase mTOR age como um integrador de diversos sinais celulares na regulagdo
do crescimento. Além de responder a presenca de nutrientes (aminodcidos) mTOR
responde também aos niveis de energia, por meio da quinase AMPK; a diversos tipos de
estresse (por exemplo, hipdxia, estresse genotdxico, acido fosfatidico e inflamacdo); e a
fatores de crescimento. Na resposta a fatores de crescimento, mTORC1 é um efetor da via
de sinalizacdo mediada pela fosfatidilinisitol 3-quinase (PI3K).

Estudos recentes apéiam um modelo no qual receptores ativados de fatores de
crescimento (por exemplo, a insulina) ativam a PI3K, que entdo ativa a quinase Akt (PKB)
por meio da quinase dependente de 3-fosfo-inositol (PDK1). A quinase Akt fosforila e
inativa o heterodimero TSCI1/TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex), permitindo que a
GTPase Rheb ative a quinase TOR [3] . Outro modo de ativacdo da TOR por fatores de
crescimento e mitégenos depende do 4cido fosfatidico, que é gerado pela fosfolipase D e
interage diretamente com a quinase TOR [12]. Recentemente mTOR foi apontada como
reguladora da sintese lipidica. mTORCI regula positivamente a atividade de SREBP1
(sterol regulatory element binding protein) [13] e PPARYy (peroxisome proliferator —
activated receptor y) [14], dois fatores de transcri¢do que controlam a expressdo de genes
que codificam as proteinas envolvidas na homeostase de lipideos e colesterol. mTORCI1
fosforila a Lipina 1, que entdo se localiza no nucleo, possivelmente sendo a responsavel
pelo fendtipo de excentricidade nuclear na inibi¢do de mTORCI por Torin 1. A Lipina 1
regula a homeostase de lipideos e sua distribuicdo nicleo/citoplasma provavelmente esta
envolvida na regulacdo dos alvos de expressdao génica de SREBP1 por mTORCI1 [15]. O
complexo mTORCI ainda regula o metabolismo e a biogénese mitocondrial [2].

Os principais alvos celulares de mTORC1 sao a quinase S6K e a proteina 4E-BP1,
envolvidas no controle da traducdo. S6K ¢ fosforilada e ativada por mTORCI e fosforila a
proteina ribossomal S6, promovendo o inicio da traducdo. J4 4E-BP1 € fosforilada e
inativada por mTORCI, e dessa forma libera da inibicdo o fator de inicio da tradugdo
elF4E, responsdvel pelo reconhecimento de mRNAs com cap.

O complexo mTORC2 € considerado insensivel a Rapamicina, entretanto ele
apresenta uma sensibilidade reduzida que se torna aparente em alguns tipos celulares e apds

7z

longas exposicdes a droga. Seu principal alvo na célula é o citoesqueleto de actina,
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controlado por meio das GTPases Rho, Rac e da quinase PKC. Outro importante substrato
de mTORC?2 € a quinase Akt/PKB, que é fosforilada e ativada por esse complexo na serina
473, localizada no motivo C-terminal hidrofébico [16]. Para a ativacdo completa de
Akt/PKB, € necessdria também a fosforilacdo por PDKI1 na treonina 308 na alca de
ativacdo. Apesar de Akt/PKB ser um ativador de mTORC1, ndo se observa a ativagdo de
mTORCI1 em resposta a ativagdo de mTORC?2, sugerindo que estas diferentes quinases que
atuam como substrato de mTORC?2 e ativador de mTORC1 sejam diferentes. Ao contrario
de mTORC2, mTORCI1 funciona como um regulador negativo de Akt/PKB por meio de
um feedback negativo envolvendo a inibicdo da expressdo do substrato do receptor de

insulina (IRS) pela quinase S6K.

Regulacd@o de mTORCI por aminodcidos

Uma das questdes ainda ndo resolvidas com respeito a regulacdo de mTOR € a sua
ativacdo por nutrientes, especialmente os aminoécidos de cadeia ramificada. O complexo
mTORCI1 € ativado pela presenca de aminoécidos, permitindo que a célula coordene seu
crescimento em funcdo da disponibilidade de nutrientes. Essa é uma funcdo primordial
dessa via, presente desde organismos unicelulares, que foi integrada ao longo da evolucao
com sistemas de regulacdo por fatores de crescimento, o que € essencial a organismos
multicelulares. Porém, enquanto a regulacio de mTOR por fatores de crescimento
envolvendo a via PI3K/Akt tem sido alvo de intensos estudos, o mecanismo de regulacdo
por aminodcidos permaneceu pouco compreendido até recentemente [17].

A 1identificagdo das GTPases Rag como os principais mediadores da ativacido de
mTORCI1 por aminodacidos, foi feita por dois grupos de pesquisa de forma independente
[18]; [19]. Essa familia de pequenas GTPases, pertencente a superfamilia do protooncogene
Ras, apresenta quatro membros que se associam na forma de heterodimeros
RagA/B:RagC/D e alteram seu estado de ativacdo em funcdo dos niveis de aminoacidos.
Esses dimeros interagem diretamente com Raptor, componente de mTORCI, e ativam a
quinase mTOR apenas quando RagA/B estd no estado ativado (ligada a GTP), o que ocorre
na presenca de aminodcidos (Figura 1). A expressao de mutantes constitutivamente ativos

dessas GTPases promove a ativagdo de mTORC1 mesmo na auséncia de aminodcidos. A
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ativacdo de mTORC1 mediada por sua interacio com as Rags depende de sua
redistribuicdo para compartimentos vesiculares que contém Rab7, e provavelmente o
mecanismo de ativagdo se dd pela proximidade fisica de mTORCI com Rheb, que é seu

principal ativador [17].
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Figura 1 — Ativacao do complexo mTORC1 por aminoacidos. O Heterodimero Rag
A/B, em presenca de aminoacidos troca GDP por GTP e se liga a Raptor, um dos
componentes do mTORCH1, levando este seu complexo até os lisossomos, proximo a seu
ativados, Rheb. Modificado de [20].

Estudos posteriores demonstraram que o compartimento subcelular para o qual
mTORCI1 se dirige apés a ativacdo mediada por aminodcidos € o lisossomo, uma organela
envolvida no processo de autofagia, que por sua vez é inibido pela ativacdo de mTOR.
Nessa organela, foi identificado um novo complexo formado por trés proteinas (MP1, pl4 e
pl18) que ancora os heterodimeros de GTPases Rag por meio de uma interagdo direta.
Devido a sua func¢do como regulador das Rags, esse complexo foi denominado Ragulator
[17]. Recentemente foi demonstrado que p18 ndo apenas interage com o lisossomo, como

também tem um papel essencial na sua dindmica. A perda pl8 causa uma anormal
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distribuicdo e tamanho celular das organelas endossomo tardio/lisossomo e o acimulo de
componentes especificos dos endossomos tardios, tais como Rab7, RagC e LAMPI,
sugerindo o acimulo desta organela; e este fenotipo € repetido pela inibicdo da mTOR por
Rapamicina, sugerindo uma interligacdo entre a atividade da p18 e via da mTOR. A perda
da p18 inibe a integracdo entre as o endossomo tardio e o lisossomo, evidenciando sua da
influéncia na dinamica destas organelas [21].

As GTPases Rag também possuem um papel importante na atividade das
biguanidinas metformina e de seu andlogo mais hidrofébico, a fenformina. Estes farmacos,
que sdao amplamente utilizados no tratamento de diabetes tipo dois, ndo possuiam um
mecanismo muito bem elucidado. Recentemente, [22], foi demonstrado que estes farmacos
inibem a mTOR, diferentemente do que se acreditava, de forma independente de TSC1/2 e
AMPK. Na realidade esta inibi¢cdo ocorre através da inibi¢do da func¢io das Rags.

A maneira exata pela qual os aminodcidos transmitem o sinal de ativagdo as Rags
ainda ndo € bem compreendida. O sensor inicial parece ser um trocador de Glutamina por
Leucina presente na membrana celular, denominado SLC7AS5/SLC3A2. Esse transportador
promove a troca de Glutamina intracelular por Leucina extracelular, e a perda de sua
funcdo inibe o crescimento celular e ativa a autofagia [23] (Figura 2).

Insulina/IGF 1

Leucina

Glutamina Receptor
Insullna/IGF 1
SLC7A5/SLC3A2 Baixa GI|cose
/ l RS-1 Baixo
Glutamina Leucma ATP/AMP
PTEN —] l
AMPK <— LBK1

GTPases PI3K-1

REDD1
Rag MAP4K3 KTSC 1/2 <« \
PDK- 1\ \2 e
Hipoxia
mTORC2 =~ Estresse RE
Rheb I— GAPDH
/ Glicélise

/NAMPK <— Baixo ATP/AMP

/ Rapamicina
Crescimento Autofagla

Figura 2 — Vias de Regulacao do Complexo mTORC1. Representacao esquematica das
vias de regulacdao do complexo mTORCH1, destacando a via que responde a presenca de
aminoacidos. Modificado de [24].
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Uma possivel conexdo entre sistemas de transporte de aminodcidos e a ativacdo de
TOR mediada por GTPases Rag ¢ sugerida por estudos em levedura. Gtrlp e Gtr2p,
ortélogas de RagA/B e RagC/D, respectivamente, ativam a quinase TOR na presenca de
aminodcidos, de maneira semelhante ao que foi descrito em células humanas [25]. Essas
GTPases sao encontradas na membrana do vacuolo, que tem funcdo semelhante ao
lisossomo em mamiferos, onde sdao ancoradas pela interacdo com um complexo de trés
proteinas formando um complexo maior denominado EGO. O complexo EGO-GSE de S.
cereviseae, formado por Gselp, Gse2p, Gtrlp e Gtr2p, estd relacionado ao influxo de
aminodcidos e a ativagdo da via TOR por aminodcidos. As proteinas Gselp e Gse2p nao
possuem homologos conhecidos em mamiferos, quando comparados por sua estrutura
primdria. Gse2p € associada 2 membrana via N-miristilacdo e palmitoilagcdo e, Gselp pode
se ligar a inositol fosfato, o que sugere afinidade e especificidade por membranas. Gselp e
Gse2p sdo, portanto, mediadores da ligacdo do resto do complexo EGO-GSE as membranas
de levedura [26]. A estrutura cristalografica da proteina Gselp [26], revelou uma notédvel
semelhanca com a estrutura do heterodimero MP1/p14, apesar do complexo Ragulator nao
apresentar similaridade de sequéncia com os componentes do complexo EGO de levedura
[17].

A proteina Vam6 de levedura, ja conhecida por sua participacdo na formagdo do
vacuolo [27], foi identificada como o fator de troca de nucleotideos de guanina (GEF —
Guanine Exchange Factor) das proteinas Gtrlp e Gtr2p [25]. Estudos anteriores haviam
demonstrado um papel do complexo EGO na regulacdo do transportador de aminodcidos
GAPI1 e de TORCI em resposta a Glutamina na superficie do vactolo [28]. A proteina
Vam6 apresenta dois homdlogos em mamiferos ainda pouco caracterizados, HsVamo6 e
TRAP-1. A superexpressao de HsVam6 promove a agregacdo e fusdo de lisossomos em
estruturas justanucleares [29], o que sugere que essa proteina tem fungdo semelhante a da

sua ortéloga em levedura.
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Estrutura das proteinas do complexo Ragulator

O complexo Ragulator é formado pelas proteinas p18, MP1 e pl4, das quais apenas
pl8 ndo tem estrutura resolvida. MP1 e pl4 formam um heterodimero estavel, descrito
anteriormente como um adaptador e ativador para a sinalizacdo mediada por MEKI,
localizado na superficie dos endossomos tardios [30];[31];[32]. Apesar de haver pouca
similaridade de sequéncia entre essas duas proteinas, elas apresentam um enovelamento
muito semelhante, sendo formadas por uma folha-3 composta de cinco fitas-8 e cercada por
trés o-hélices, sendo uma de um lado da folha- e duas do outro lado. Na estrutura do
dimero, as faces com duas alfa hélices se localizam do mesmo lado, e as folhas-3 se unem

formando uma estrutura central composta de dez fitas [30];[31];[33] (Figura 3).
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- [
P
Potencial Bolsdo de
Ligacdo a proteinas
Lado 2 hélices Lado 4 hélices
B) Ragulatorde Levedura Ragulator de Mamiferos

Complexo EGO/GSE

Vacuolo /
Endossomo Tardio

Lisossomo/
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Figura 3 — Estrutura do heterodimero MP1/p14. A. Representacdo da estrutura do
heterodimero de MP1 (verde) com p14 (cinza) — (PDB 1VEU 1VET, respectivamente),
mostrando potenciais sitios de interacdo com outras proteinas (em amarelo claro). As
imagens estdo rotacionadas 180° ao longo do eixo vertical. Modificado de [30]; B.
Esquema do complexo EGO-GSE e seu correspondente em mamiferos, Ragulator [26].
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Embora ndo haja similaridade alguma de estrutura primadria entre Gselp, MP1 e
pl4, a definicdo da estrutura da proteina de levedura Gselp apresentou uma grande

semelhanca com o heterodimero humano MP1/ p14 (Figura 4).

Figura 4 — Comparacao entre as estruturas de Gselp e o heterodimero MP1/p14.
Modelo Gse1p avaliado por MolProbity [34] e sobreposto a MP1/p14 (PDB ISKO). A fita
B3’ pode interferir na dimerizagdo de maneira semelhante ao observado no heterodimero
MP1/p14. Em magenta e azul esta representado o dimero MP1/p14 mostrando a folha
entre as subunidades do heterodimero. A fita B3 de cada subunidade participa da

11
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interface do dimero. Em Gselp (verde), a fita B3 parece bloquear a folha  impedindo a
formacao de uma grande estrutura pseudocontinua oligomérica. Modificado de [26].

Estudos com mutantes demonstraram que o loop b3 de p14 é o motivo de ancoragem
aos endossomos, € o loop correspondente na proteina MP1, denominado b3*, define a
interacdo de MP1 com p14 [30]. Posteriormente, foi demonstrado que a interacdo com p18
¢ essencial para a ancoragem do heterodimero MP1/p14 aos endossomos, esta interaciao
ocorre possivelmente no loop. A proteina p18 possivelmente interage com o loop b3 de p14
por esta regido ter sido previamente identificada como essencial para que o heterodimero
MP1/p14 se ancore a membrana [32].

A proteina pl18, assim denominada por possuir 18 kDa, foi identificada através de
uma triagem de proteinas que interagem com membranas endossomais [32]. Esta proteina
estava associada a um complexo, que por espectrometria de Massas, foi identificado como
o heterodimero MP1/p14, e em outro trabalho [17] observou-se que p18 interage também
com a membrana lisossomal. A associagdo de pl18 com a membrana lisossomal ocorre por
meio de modificagdes pds-traducionais (miristilacdo e palmitoilagdo) localizadas na sua
extremidade N-terminal, e sua regido C-terminal (residuos 121 a 161, Figura 5) ¢é
responsavel pela interacdo com MP1-p14 [32]. Em vista desses dados, é possivel que o
loop b3 de pl4 seja responsavel pela interacdo com p18.

Estudos recentes mostraram que a proteina p18 heter6loga contendo os aminoacidos
de 47 a 104 se ligou as suas proteinas parceiras MP1/p14 [35]. Esta informacdo, somada ao
fato de que estudos onde mutantes de p18 com dele¢des nos 40 residuos de aminodcidos em
sua regido C ndo se ligaram a MP1/p14 [21], pode ser ttil para identificacdo de uma drea
ainda mais restrita da regido de interacdo de p18 com MP1/p14.

Pdro, outra nomenclatura utilizada para a proteina p18, esta envolvida na homeostase
do colesterol [36]. A deplecdo desta proteina por siRNA aumenta o teor de colesterol livre
nas células, que é acompanhado pelo aumento do efluxo de colesterol das células. Por outro
lado, células estaveis, ao superexpressar pl8 mostram reduzido teor de colesterol livre
celular. P18 diminui o excesso de colesterol, pelo menos em parte, por estimular a
recaptacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e aumentar o egresso de colesterol

dos endossomos tardios/lisossomos [36].
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1 20 39 81 121 161

Mir/Pal
p18

Ancoragem

Endossomo tardio

Figura 5 — Esquema de interacao da proteina p18 com seus ligantes. P18 interage na
sua regiao N terminal com a membrana lisossomal através dos acidos graxos miristoil e
palmitoil. Ela também interage, em sua regido C terminal, com o MP1/p14. Modificada de
[32].

A proteina de levedura Gse2p (20 kDa) possui tamanho molecular semelhante ao da
proteina p18 (18 kDa) e também sofre miristilagdo e palmitoilacdo na regido N terminal.
Ela apresenta um motivo na regido N terminal, MGXy4CX(,C, com uma significante
identidade de sequéncia com a proteina p18. Outra importante semelhanca entre a proteina
p18 e Gse2p € que ambas possuem predi¢do de estrutura secundaria predominantemente em
o hélice e uma regido extensa que poderia sugerir uma forma desenovelada quando na
forma nativa, e possivelmente a formacao do complexo estabilizaria suas estruturas (Figura
6). Estudos estruturais com estas duas proteinas devem ser realizados para verificar se sao

estrutural e funcionalmente homoélogas [26].
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MGAVL S(VYR NHSGEEN EABEREQOAGYGSQGNANDE ¥DAEOMREREHEREORNEAREQEER
Gse2p DEVANTNDKLIDISMINNSGIVIQGTDLOEAEDEROOEEGGRSREDERSAGDDNLSGHSVP
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wn

Figura 6 — Comparacao entre a Gse2p (codigo de acesso ao UniProt Q02205) e a
proteina humana p18 (codigo de acesso ao UniProt Q61AA8). Embora essas
proteinas nao possuam similaridade em sua sequéncia primaria, ambas possuem
predicdo de estrutura secundéria rica em a hélice e possuem grandes regides que podem
ser desenoveladas em sua forma nativa, de acordo com IUPRED [37] (ndo mostrado).
Gse2p e p18 possuem tamanhos moleculares similares (aproximadamente 20 kDa),
ambas contem residuos de glicina na porcdo N terminal que s&o potenciais sitios de
miristilacdo (setas negras), e ambas contém potenciais sitios de palmitoilacdo (setas
amarelas). Além disso, estas duas proteinas, assim como suas homdlogas, possuem um
motivo de seis amino&cidos (sublinhado) no inicio da sequéncia, que contém um ou mais
residuos acidos seguidos por duas Leucinas conservadas, 0 que sugere uma sequéncia
de localizagao lisossomal. Modificado de [26].

Neste trabalho, expressamos o complexo Ragulator com a finalidade de realizar
estudos estruturais por Ressonancia Magnética Nuclear e, a partir destes estudos
aprofundarmos o conhecimento sobre a ativagcdo da via da mTOR por aminoacidos. A
analise estrutural pode nos auxiliar a compreender como ocorre a transdugéo de sinal da

via de mTOR em resposta a aminoacidos.

14



Capitulo 2

2.2. RESULTADOS OBTIDOS NA CARACTERIZACAO DA PROTEINA P18

Apesar da interacdo entre a p18 e o heterodimero MP1/p14 ja ter sido confirmada
[32], os resultados a seguir foram norteados com a finalidade de mapearmos a interagao,

bem como a dindmica envolvida entre as proteinas do complexo Ragulator.
2.2.1. Expressao e purificacdo dos clones de MP1/p14

O clone de escolha para expressdo foi o 688 [30]. Este clone foi enviado pelo grupo
do pesquisador Dr. Tim Clausen (Reserch Institute of Molecular Pathology, IMP, Viena,
Austria) para a co-expressio das proteinas MP1/pl4. Ele possui ambas as proteinas
contidas no vetor pET28a (Novagen), e cauda de Histidina ligada a proteina MP1. Este foi
um critério de escolha do clone, pois se a cauda de Histidina fosse na proteina p14 poderia
atrapalhar a interacdo com pl8, uma vez que imaginamos que a ligacdo entre pl8 e
MP1/p14 ocorre no loop B3 da proteina pl4. O heterodimero foi expresso em LB e
utilizado para adicdo em diversas didlises da pl8, auxiliando em seu processo de
renaturacao.

Na cromatografia por afinidade a Niquel, cujos detalhes estdo citados na secao

Metodologia, obtivemos o heterodimero MP1/p14 quase puro, como mostra a Figura 7.

>3000,00
<

€
2500,00 - 50 KDa—>
2000,00 30kba—> p—
-~
1500,00 - . - . E

20KDa —> lw
1000,00 -

500,00 - 15KDa —> ! -
0,00 - ) t
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
-500,00 - mL |

MP1/p14 |

Figura 7 - Cromatograma de Afinidade do heterodimero MP1/p14. O heterodimero
protéico foi submetido a uma cromatografia por afinidade a Niquel. O gel SDS-PAGE
contém as fragdes referentes ao pico do cromatograma, onde as proteinas MP1 e p14
saem separadas (pois se trata de um gel desnaturante) na regido do marcador molecular
da BenchMark™ (primeira amostra) correspondente a banda de 15 kDa. Coluna: Histrap
FF 5 mL. Gradiente linear: 0 a 100% de B em 10 volumes de coluna. Tampéo A: 20 mM
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Tris-HCI pH 6,5, 100 mM NaCl. Tampéao B: Tampao A acrescido de 1 M de Imidazol. Peso
Molecular das proteinas MP1 e p14: aproximadamente 15 kDa cada.

O heterodimero ainda foi submetido a uma cromatografia de exclusdo por tamanho
molecular (coluna Superdex HiLoad 200 16/60 — GE Healthcare), utilizando o mesmo
tampao de carregamento de amostra da afinidade. Esta etapa permitiu a obtencido de
MP1/p14 com alto grau de pureza. Apesar de ndo se tratar de uma filtracdo em gel analitica,
o volume de eluicdo de MP1/p14 (60 mL) pode indicar que o heterodimero esteja com um

tamanho molecular maior que o esperado (Figura 8).

700,00 -
600,00 -
500,00 ”

400,00 -

300,00

200,00

100,00 - ‘ 15kDa—> W -

0,00 —

0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
-100,00 - mL

Figura 8 - Cromatograma de exclusao por tamanho molecular do heterodimero
MP1/p14. A amostra de MP1/p14 purificada por afinidade foi concentrada e submetida a
uma filtragdo em gel onde pudemos obter MP1/p14 com alto grau de pureza. O gel
desnaturante SDS-PAGE mostra a banda de ambas as proteinas com aproximadamente
15 kDa, presentes nas fragcdes correspondentes ao pico. Coluna: Superdex 200 16/60 (GE
Healthcare®). Corrida: 1 volume de coluna. Tampao: 20 mM de tampao Tris-HCI pH 6,5 e
100 mM NaCl. Peso molecular do heterodimero: aproximadamente 30 kDa.

2.2.2. Estratégias de clonagem da p18

A amplificagdo do gene pl8 foi realizada por PCR, sendo confirmada por
eletroforese em gel de agarose e conferida pelo peso molecular (Figura 9A). A eletroforese
mostrou que a amplificacdo da p18 ocorreu especificamente, observando-se a presencga de
uma unica banda, que possibilitou a purifica¢ido do inserto direto do produto da PCR com o

Kit Qiaquick PCR purification, da empresa Qiagen.
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A ligagdo do inserto com o vetor pGEM foi verificada clivando-se o DNA
plasmidial de algumas colonias de bactérias com as enzimas Ndel e Xhol, que clivaram a
regido onde estava o inserto, que pode ser visualizada por eletroforese em gel de agarose
(Figura 9B). Em seguida, esses DNAs plasmidiais foram enviados para o sequénciamento
(Figura 9D) e depois foram analisadas com a ferramenta BLAST

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi).

A) M G+ PCRpIS B) M1
<-pET28a
300Kb —>
2000kb —> < pi8
1000Kb —> Rag C
500Kkb —> < pis

D) 160 170 180 190 200

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll
4A4CCAAAGCTCTCAATGG A2G6CCGAGCCCAACTACCACAGCCTGCCTTCCGCTC
T K A L N G A E 3 N ¥ H S L P S A R

Figura 9 - Clonagem da proteina p18. A) Confirmacado da reacdao de PCR da p18.
Marcador Molecular 1 kb da Invitrogen® (M), Controle positivo RagC (C+) e amostra da
reacédo de PCR da p18. B) A miniprep realizada com cinco clones de p18 no vetor pGEM,
foi digerida com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol para checagem da clonagem C)
Digestao de checagem da subclonagem de p18 em pET28a. Marcador Molecular 1 kb da
Invitrogen® e digestdo da miniprep do clone de p18. D) Fragmento do eletroferograma do
sequenciamento da p18. Os picos de leitura altos e uniformes demonstram que a
qualidade da amostra esta boa e a leitura é confiavel.
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2.2.3. Predicdo de Desordem da pl18

O programa PONDR [38-40] foi utilizado para realizarmos a predi¢do de desordem
da proteina p18 (Figura 10). Segundo esta predi¢cdo, a proteina p18 apresenta 3 regides de
desordem, sendo que uma destas regides € formada por 48 aminodcidos. Dos 161 residuos
de aminodcidos constituintes desta proteina, 94 se encontram em regides desordenadas,
representando um percentual de desordem de aproximadamente 59%. Esta predi¢do de
desordem associada a presenca de 2 residuos de Cisteinas na pl8 pode explicar a

instabilidade e a facilidade com que esta proteina forme agregados.

1.04

Desordenado

\
Vv

PONDR Score
o o o
F w [=2]

Ordenado

0.2

0 25 50 75 100 125 150
— VL-XT
Numero dos Residuos

Figura 10 — Predicao de desordem da proteina p18. A predicao foi realizada segundo
algoritmo do PONDR [38-40]. Segundo esta predicao, p18 apresenta 3 regides de
desordem representando 59% dos residuos de aminoacidos.

2.2.4. Expressdo da proteina de mamifero p18 em bactéria

Foi realizado um teste para verificar a melhor forma de expressdao da proteina de
mamifero p18 (Tabela 4). Neste teste, foram variadas a cepa de expressdo, a temperatura e
o tempo de inducdo, entretanto o vetor (pET28a), a velocidade de incubacdo do inéculo
(200 rpm) e a concentracdo de IPTG foram mantidos constantes.

Em todas as condi¢Oes testadas, a proteina foi expressa na fragdo insoluvel, em

corpos de inclusdo. Devido ao alto grau de rendimento e pureza desta proteina, escolhemos
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a condicdo de expressdao em que E. coli (DE3) ASlyD foi expressa a 37°C a 200 rpm por

16h. A Figura 11 demonstra a presenca da proteina exclusivamente na frag¢do insolivel.

MM FS1 FS2 FS3, FS4 Fl

50kDa—>

30 kDa—> |

20kDa —>

15kDa—>

Figura 11. Fracao insoluvel da p18. A proteina p18, com aproximadamente 20 kDa, foi
induzida com 0,5 mM de IPTG a 37°C, 200 rpm por 16 h. No gel SDS-PAGE corado com
Comassie Blue, MM corresponde ao marcador molecular BenchMark™ e FS
correspondem as fragbes soluveis, pois para chegar a fragdo insoluvel (Fl) sao
necessarios 4 ciclos de sonicagao.

2.2.5. Padronizagdo das condigdes de didlise da p18

A ressolubilizagdo de uma proteina por didlise muitas vezes resulta em agregados
muito recalcitrantes. Na tentativa de obter p18 monomérica a partir da dialise, resolvemos
estudar melhor a composi¢ao do tampao, a fim de obter uma proteina estavel, solivel e que
nao forme agregados.

Proteinas ricas em cisteinas, como a p18 (que possui 2 Cisteinas), tendem a formar
agregados por pontes dissulfeto, o que induz a polidispersidade na amostra. Agentes
redutores devem ser usados preventivamente, pois a formacdo de pontes dissulfeto
dificilmente é revertida sem causar danos a proteina. Os agentes redutores mais utilizados
sdo o B-ME e o DTT, sendo este ultimo uma melhor escolha por apresentar apenas um pico

no espectro de RMN.
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As proteinas apresentam uma solubilidade em fun¢do da concentracdo de sais. Isso
porque, muitas proteinas insoldveis em dgua tornam-se cada vez mais soliveis conforme se
aumenta a concentracdo de sal a certas concentragdes limitantes, que dependem da proteina
e do tipo de sal escolhido (salting in). Os ions adicionados (positivos e negativos),
presentes em solugdo, interagem com o0s grupos carregados das moléculas de proteinas,
atenuando a interagdo entre elas. Quando a concentracio de sal atinge valores muito
elevados, a solubilidade desta proteina diminui, até sua precipitacdo (salting out) [41].

Os agregados protéicos ainda podem ser formados por interacdes hidrofébicas entre
duas ou mais proteinas. O glicerol e alguns detergentes, como Triton-X 100 e Tween 20,
podem ser utilizados para evitar que isso acontega.

Com base nas interacOes existentes entre os diferentes tipos de aminodcidos
constituintes em uma proteina, elaboramos algumas condi¢des de tampdo que poderiam
evitar a formacgdo de agregados na renaturacdo da p18. Nas condicdes de 1 a 6 citadas na
Tabela 1, a proteina p18 se manteve agregada apds a ressolubilizacdo. Estas proteinas
foram submetidas a cromatografias de afinidade e exclusdo por tamanho molecular, além
de estudos biofisicos para sua andlise (serdo descritos abaixo). Apds estas andlises,
pudemos elaborar uma nova condicdo (7 da Tabela 1) onde p18 se ligou a coluna de
afinidade, podendo estar em sua forma monomérica. Para isso devem ser realizados

experimentos para confirmar seu estado monomérico.

Tabela 1 — Condigbes de tampéao variadas na dialise da p18 a 4°C.

Condigdo Tampao utilizado na didlise primeira etapa da didlise Condigdo da p18
1 Uréia 6M, 50mM e Tris-HCI pH 8,8 Agregado Soluvel
2 Uréia 6M, 50mM Tris-HCl pH 8,8 e S0mM NaCl Agregado Soldvel
3 Uréia 6M, 50mM Tris-HCI pH 8,8 ¢ 150mM NaCl Agregado Soltvel
4 Uréia 6M, 50mM Tris-HCI pH 8,8 ¢ 0,1M BPME Agregado Soluvel
Uréia 6M, 50mM Tris-HCI pH 8,8, 150mM NaCl, SmM 3 ME, 0,1% Tween
5 Agregado Soldvel
20 e 5% glicerol
6 Uréia 6M, 50mM Tris-HCI pH 8,8, 50mM Arg/Glu e 150mM NaCl Agregado Solivel

p18 complexada com

7 Uréia 6M, 50mM Tris-HCI pH 8,8, 50mM NaCl e 0,5 mM TCEP**
MP1/p14

*%*

* Condicdo a qual foi adicionado MP1/p14 na ultima etapa de dialise, sem uréia.
Condicao a qual foi adicionado MP1/p14 com 1 M de uréia.
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2.2.6. Padronizacdo da purificagcd@o da proteina p18 renaturada com uréia

A proteina pl8, dialisada nas condicdes de 1 a 6 (Tabela 1), foi submetida a
cromatografia por afinidade a Ni (Figura 12). Esta proteina, embora possua cauda de
Histidina, ndo se ligou a coluna, provavelmente por apresentar um estado de agregagdo de
modo a formar uma conforma¢do com um nucleo hidrofébico, onde a cauda de Histidina

ndo estaria exposta.

A) B) M FT Eluigdo
600’0 —— ——————
E ¥
€ 500,0 93kDa —» ¥ o
67kDa = -
400,0 -
< p18
200,0 ..
14 kDa —»
100,0 k

0,0 N ' . )
OJOO 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00120,00
-100,0 mL

Figura 12 — Cromatograma de afinidade da proteina p18 dialisada nas condicoes de
1 a 6 da Tabela 1. A) Cromatograma de afinidade da proteina p18 dialisada onde a
proteina ndo se ligou na coluna. B) Gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue, referente
a cromatografia corado A, contendo um marcador molecular, a proteina p18 que passou
direto na coluna (flowthrough) e as amostras eluidas que nao contém a proteina. Coluna:
Histrap FF 5 mL. Gradiente linear: de 0 a 100% de B em 10 volumes de coluna. Fluxo: 1
mL/min.

A proteina recuperada da afinidade foi submetida a uma cromatografia de exclusao
por tamanho molecular na coluna Superdex 200 16/60 (GE-Healthcare®). A fim de se
investigar o tamanho do agregado em que pl8 se encontrava, foram acrescentados ainda
alguns marcadores de tamanho molecular, como o blue dextran (padrdao que passa direto
pela coluna, possui um tamanho maior do que a proteina é capaz de separar), Ribonuclease
A (padrdo para proteinas com 13 kDa) e Anidrase Carbdnica ( padrdo para proteinas 29
kDa). P18 apresentou um tamanho bem maior que o esperado, uma vez que esta saiu junto

com o blue dextran, sugerindo a formacdo de grandes agregados, além de pequenos picos

21



Capitulo 2

de degradacdo indicando relativa instabilidade. O cromatograma da p18 também apresentou
alguns picos proximos as proteinas padroes que possuem pesos moleculares proximos a 20
kDa (Figura 13A), porém através de um gel SDS-PAGE constatamos que se trata de

bandas de degradacdo, nao mostradas no gel da Figura 13B.
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Figura 13. Cromatograma da exclusao por tamanho molecular da p18. A)
Sobreposicao do cromatograma da cromatografia de exclusao por tamanho molecular da
proteina p18 com o cromatograma dos padrdes blue dextran, Anidrase Carbbnica e
Ribonuclease A. Podem-se observar picos da p18 em regiées de volume morto da coluna
e em regides préximas aos do tamanho esperado (aproximadamente 20 kDa). B) Gel
SDS-PAGE corado com Comassie Blue, onde MM corresponde ao marcador molecular
BenchMark™: | D a proteina p6és dialise, C a proteina concentrada para filtragdo em gel e
as fragcbes sinalizadas como p18 agregada correspondem ao pico de p18 que saem com
volume equivalente ao Comassie Blue. Coluna: Superdex 200 16/60 (GE-Healthcare®).
Corrida: 1.5 volume de coluna. Tampao: 20 mM Tris-HCI pH 6,5, 100 mM NaCl.

Com o intuito de formar o complexo Ragulator, as proteinas MP1/p14 foram
adicionadas a ultima etapa da didlise da p18, quando praticamente ndo havia mais uréia. O
fato da p18 se encontrar agregada possivelmente a impossibilitou de ligar as suas parceiras,

MP1/pl4.

Em uma nova tentativa de unir estas proteinas, a pl8 foi incubada com o
heterodimero MP1/14 e esta amostra foi submetida a cromatografia de exclusdao por
tamanho molecular (Superdex 200 16/60 — GE Healthcare®). As fragdes referentes a esta

filtracio em gel foram avaliadas em um gel SDS PAGE e, em nenhum pico foram
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observadas ambas as proteinas, o que sugeriria a formac¢do do complexo (Figura 14). Mais
uma vez, pl8 ndo se ligou a seus parceiros por estar agregada (seu pico saiu em
aproximadamente 40 mL, indicando um valor muito maior que o tamanho molecular

tedrico) e, portanto se faz necessario encontrar uma condi¢do especifica em que possamos

obter p18 em sua forma monomérica e s6 entdo tentarmos associd-la a MP1/p14.
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Figura 14. Teste de interacdao do complexo Ragulator. A) Cromatograma de afinidade
por Niquel das proteinas P18+MP1/p14, onde apenas o heterodimero MP1/p14 se ligou a
coluna. B) Gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue contendo o marcador molecular
BenchMarker® a proteina p18 que n&o se ligou & coluna (FT, passou no flowthrough) e as
fracoes do pico contendo MP1/p14. C) Cromatograma de filtracdo em gel das proteinas
p18 (~20 kDa) e MP1/p14 (~30 kDa) sairam em picos separados. D) Gel SDS-PAGE
corado com Comassie Blue contendo marcador molecular, fragbes do primeiro pico, C1 e
C2 sao controles contendo p18 e p18 + MP1/14.

Uma tltima didlise foi testada com o tampao 7 da Tabela 1. A esta didlise, foram
adicionadas as proteinas MP1/p14 quando ainda havia 1 M de uréia. A uréia foi totalmente
retirada e a proteina foi submetida as cromatografias de afinidade e filtragcdo em gel. Em um
mesmo béquer, foi realizada uma didlise controle, sob as mesmas condicdes, porém as
proteinas MP1/p14 ndo foram adicionadas. Sob estas condi¢des, foi possivel obter a

proteina pl18 capaz de se associar a coluna de Niquel, supostamente em sua forma
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monomérica. Tanto a p18 renaturada na didlise controle, quanto a renaturada com adi¢ao
das parceiras MP1/p14, se ligou a coluna de afinidade a Niquel. Embora em ambos os casos
tenha se obtido p18 em sua suposta forma monomérica, o rendimento foi muito maior
quando adicionado MP1/pl14. Foi obtida uma grande quantidade das proteinas pl8 e
MP1/p14 na cromatografia de afinidade. Como tanto p18 quanto o heterodimero MP1/p14
possuem caudas de Histidina, as proteinas podem ou ndo estar complexadas na forma de
Ragulator. (Figura 15). As fragdes correspondentes ao pico da afinidade, que continham
pl8 e MP1/pl4 foram submetidas a cromatografia de exclusdo por tamanho molecular.
Nesta cromatografia, p18 e MP1/p14 sairam em picos separados, sugerindo dissociacdo do
complexo, provavelmente por possuir alto coeficiente de dissociacdo [35]. E importante
observar que p18 € eluida em menor volume que o esperado, sugerindo agregacdo (Figura
16). Enquanto realizdvamos estes experimentos, um artigo foi publicado com a renaturagdo
do complexo, também através de adicdo de MP1/p14 em uma etapa da didlise da pl8,

porém com outro tampao [35].
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Figura 15 — Afinidade da dialise da proteina p18 sob a condicdao de tampao 7 da
Tabela 1, com e sem adicao de MP1/p14. A) Cromatograma da Afinidade a Ni em
Coluna His Trap FF 5 mL, da proteina p18 dialisada sem adicdo de MP1/p14. B) Gel
SDS-PAGE corado com Comassie Blue contendo marcador molecular BenchMark™
(MM), a proteina pés dialise (D) e as fragcdes do pico contendo a p18 que se ligou a
coluna. C) Cromatograma da afinidade nas mesmas condi¢des acima citadas, porém com
a amostra de dialise em que foi adicionado MP1/p14. D) Gel SDS-PAGE corado com
Comassie Blue contendo MM, proteina po6s didlise (D), proteina que néo se ligou a
coluna(FT), provavelmente por MP1/p14 possuir concentracao limitante e as fragdes do
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pico correspondem a p18 provavelmente associada a MP1/14.
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Figura 16 — Cromatografia de exclusao por tamanho molecular, em coluna Superdex
200 16/60°, da dialise da proteina p18 sob a condicdo de tampao 7 da Tabela 1, com
e sem adicao de MP1/p14. A) Cromatograma da filtracdo em gel da proteina p18 sem
adicdo de MP1/14. B) Gel SDS-PAGE contendo marcador molecular BenchMarker®, a
fracdo do pico 1, em que p18 aparece em sua forma agregada e os demais picos
correspondem a proteina degradada. C) Cromatograma da filtracdo em gel da proteina
p18 com adicao de MP1/14. D) Uma menor quantidade de proteina foi obtida na forma de
agregados, imperceptivel no gel SDS-PAGE (pico 1), onde podemos visualizar p18
apenas no segundo pico e MP1/p14 no terceiro, sugerindo dissociagdo do complexo
Ragulator.

Uma repeticdo da didlise sob o tampao 7 (Tabela 1) com adicio de MP1/p14 foi
realizada. Nesta repeti¢do, as proteinas contidas nas fracoes do pico da afinidade foram
selecionadas para realizacdo de experimentos de cross-linking e nao foi realizada filtragao

em gel.
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2.2.7. Espalhamento de luz dinamico — DLS

O espalhamento de Luz Dindmico (DLS) é uma técnica amplamente utilizada no
estudo de particulas em solucdo, como polimeros, proteinas, vesiculas lipidicas e vérias
outras moléculas de interesse bioldgico.

A protefna p18, dialisada sob o tampdo 5 (Tabela 1) foi submetida a andlise de
DLS, com a finalidade de investigar as caracteristicas do agregado formado. A triagem foi
realizada com 96 condi¢des diferentes (variando-se tampdes e aditivos, citados na secdo
Metodologia) nas temperaturas 20°C, 25°C, 37°C, repetindo a medida de 25°C ao final para
avaliar se houve alguma alteracdo na amostra apos a medida a 37°C. Em todas as medidas,
obtivemos um R (indice de dispersdo fornecido pelo equipamento) préximo de 1, ou seja,
um valor muito alto indicando uma polidispersividade muito grande. O raio hidrodindmico
foi de aproximadamente 100 nm, indicando a presenca de agregados protéicos desta ordem
e, portanto nenhuma das condi¢Oes foi capaz de manter pl8 em sua forma monomérica
(Figura 17). Mesmo de posse destes dados de DLS, ainda se faz necessaria a elucidac¢do do
que estaria ocorrendo com a pl8 e a suspeita de grandes agregados nos fez optar pelo

recurso da microscopia eletronica.
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A) ¢ B)

Q

Figura 17. Graficos de regularizacao de espalhamento Dinamico de Luz (DLS) da
p18. As figuras A, B, C e D correspondem, respectivamente as analises da p18 a 20°C,
25°C, 37°C e 25°C (apbds medicao a 37°C). Cada linha no espectro representa uma das
condi¢des de tampéao citadas no texto, em que se variou o pH de 5,5 a 9,5 e 12 diferentes
de aditivos. Em todas as condi¢gdes visualizamos grandes agregados da ordem de 100
nm, sugerindo a formacdo de fibras, que foram confirmadas posteriormente por
microscopia eletrénica.

2.2.8. Microscopia eletréonica

A microscopia eletronica tem sido uma ferramenta largamente utilizada para
entendimento de biomoléculas e, através dela é possivel determinar estruturas e analisar
interagcdes entre proteinas. Com os resultados obtidos no Espalhamento Dinadmico de Luz,
resolvemos investigar os agregados protéicos formados pela p18.

Na primeira amostra utilizada na microscopia foram observados agregados fibrosos,
como mostrados na Figura 18. A amostra foi dialisada sob o tampdo 5 (Tabela 1) se
encontrava com 50 mM Tris-HCI1 pH 8,8, 150 mM NaCl, 5 mM B ME, 0,1% Tween 20 e
5% glicerol.
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Figura 18. Microscopia eletronica da proteina p18 renaturada. A proteina p18 foi
dialisada sob o tampéao 5 (Tabela 1) e observada em um microscopio eletrdnico utilizando
acetato de uranila como contraste. Esta andlise confirmou a presenca de grandes
agregados protéicos (setas brancas), principalmente na forma de longas fibras.

Foi realizada uma nova andlise de microscopia eletronica da p18 renaturada (Figura
19), desta vez com o tampao 2 (Tabela 1). Diferentemente do que esperdvamos, este
tampao sem aditivos, contendo apenas 50 mM Tris-HCI pH 8,8 e 50 mM NaCl (além da
uréia, que foi retirada gradativamente nas etapas de didlise), foi capaz de reduzir a
formacdo destas fibras, porém a proteina ainda se encontrava agregada. Nesta nova etapa,
foram retiradas aliquotas em todas as etapas da didlise. Apenas as aliquotas T2, T3, T4, T6
e T8, que continham respectivamente 3 M — 1,5 M — 0,75 M — 0,19 M — 0,04 M de uréia,
foram analisadas por microscopia eletronica. Esta andlise nos auxiliou a encontrar um
ponto chave onde poderemos adicionar o heterodimero MP1/p14 a didlise, ou seja, em uma
concentracdo entre 0,75 M e 1,5 M de uréia poderiamos tentar realizar a formacdo do

complexo Ragulator, condi¢ao esta em que havia menor quantidade de agregados fibrosos.
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A)

Figura 19 — Microscopia eletronica dos pontos de dialise da p18. As figuras A, B, C,
D e E correspondem a microscopia eletrénica da proteina p18 em 50 mM NaCl e 50 mM
de Tris-HCI pH 8,8, contendo respectivamente 3M - 1,5M-0,75M - 0,19 M- 0,04 M de
uréia. A condicao C foi escolhida como ponto de didlise no qual serdo adicionadas as
proteinas MP1/p14, na tentativa de formar o complexo Ragulator.

2.2.9. Dicroismo circular — CD

Apo6s a didlise em que foi obtido o complexo Ragulator, separamos uma unica
fracdo de cada pico (exceto picos 3 e 4, por ndo ndo ter quantidade de proteina suficiente
para observacdo em gel SDS-PAGE corado com Coomassie) presente na cromatograma de
exclusdo por tamanho molecular da p18 renaturada sozinha (controle) e com MP1/p14 (ver
cromatograma Figura 16). As fracdes correspondentes ao primeiro pico de cada
cromatograma, denominados p18 agregada GF p18 (para proteina dialisada sozinha - AC) e
p18 agregada GF Ragulator (para proteina dialisada com MP1/p14 - AR). A fracio do pico
2 do cromatograma de pl8 renaturada sozinha, denominamos p18 monomérica GF p18
(MC), por supormos que esta apresenta-se em sua forma monomérica. Pelo mesmo motivo,
denominamos a fracdo correspondente ao pico 5 do cromatograma referente a pl8
renaturada com MP1/p14 de p18 monomérica GF Ragulator (MR). A fracdo fragcdo 2 deste

cromatograma continha MP1/p14.
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As fracdes continham quantidades muito pequenas de proteinas e foi preciso
concentra-las para analisd-las no CD. Além destas fragdes, ainda analisamos o espectro de
pl18 (Figura 20).

Os resultados obtidos por CD, sugerem uma variacdo no perfil de estrutura
secunddria entre a proteina p18 em sua forma “monomérica” e em sua forma agregeda. A
pl8 “monomérica” renaturada com e sem MPI1/pl4 apresentam espectros de CD
semenhantes. Espectros de CD da pl8 agregada sugerem a formagdo de agregados
amil6ides, que devem ser confirmados por outra técnica. O espectro de CD contendo pl18

agregada, somada a MP1/p14 ndo sugere interacdo entre estas proteinas.
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Figura 20 — Espectro de CD das proteinas do Complexo Ragulator. Espectros
realizados a 10°C, com 1 mm de caminho éptico e a uma faixa de 205 a 250 nm. As
abreviagdes contidas na figura estdo explicitadas no texto. A) Comparagéao dos espectros
de CD das proteinas p18 agregadas e “monoméricas”, com a proteina MP1/p14 e desta
ultima associada a AC minutos antes da obtencdo do espectro. B) Comparacdo dos
espectros da proteina p18 “monomérica” renaturada com (MR) e sem (MC) MP1/p14. C)
Comparacgao dos espectros de MP1/p14, da proteina p18 agregada (AR) e da juncéo de
ambas (AC + MP1/p14).
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2.2.10. Cross-linking

A proteina p18 renaturada em presenca de MP1/p14 (condi¢dao 7, Tabela 1) e
submetida a cromatografia de afinidade a Ni foi submetida a uma reacdo de cross-linking a
fim de estabilizarmos a intera¢do entre as proteinas constituintes do Ragulator. A reacdo
ocorreu por 4 h, nas temperaturas 4°C e ambiente. A reacdo de cross-linking promoveu
ligagdes covalentes apenas entre as proteinas MP1/p14, e ndo entre p18, MP1 e pl4, como
era o esperado (Figura 21). Provavelmente a banda do complexo terndrio ndo aparece
devido a baixa quantidade de amostra. Outras tentativas de cross-linking estdo sendo
realizadas e, em caso de sucesso na ligacdo entre as trés proteinas do Ragulator, a amostra

serd analisada por espectrometria de Massas.

MM pl18+MP1/pl4  RT 4°C

Regido onde seria
<— esperado o complexo
Ragulator

50 KDa—>

30KkDa = <—— Complexo MP1/p14
20kDa => <— p18
15kba —> <— MP1/p14 dissociadas

Figura 21 — Gel SDS-PAGE do Cross-linking do Ragulator. MM corresponde ao
marcador molecular BenchMarker®, a amostra anterior ao cross-linking e as amostras em
que foi realizado o cross-linking a temperatura ambiente (RT) e a 4°C, respectivamente. A
banda de aproximadamente 30 kDa corresponde ao heterodimero MP1/p14, nenhuma
banda foi observado proximo ao 50 kDa, onde estaria o complexo Ragulator.
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Enquanto realizdvamos estes experimentos, um artigo foi publicado onde os autores
conseguiram uma co-expressdo contendo MP1/p14 e pl8 [35]. Para isso, eles fizeram
delecdes nas regides N e C terminal da p18 e pela primeira vez provaram sua interacio com
MP1/pl14 in vitro. Entretanto a real regido de interacdo entre estas proteinas ainda é
desconhecida. O clone utilizado nesta co-expressao foi solicitado aos autores do artigo e no
momento estamos aguardando sua chegada. Com esta co-expressdo pretendemos mapear,
através de cross-linking e Espectrometria de Massas, os residuos envolvidos nesta

interacdo.
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3. Capitulo 3 — FtsZ e sua moduladora MinC

3.1. INTRODUCAO

A organizacdo subcelular de proteinas em bactérias possui notdvel similaridade com
a de células eucaridticas, de modo que as trés maiores familias de proteinas de
citoesqueleto eucaridticos (tubulina, actina e filamentos intermediérios) sdo homoélogas de
proteinas bacterianas, incluindo FtsZ, MreB e crescentina. Apesar da similaridade
estrutural, proteinas do citoesqueleto eucaridtico e bacteriano estdo envolvidas em
diferentes funcdes fisioldgicas, e a funcdo in vivo destas proteinas bacterianas ainda nao
estd completamente compreendido [42]. Seu estudo pode auxiliar o entendimento de

processos patoldgicos bem com o desenvolvimento de novos farmacos bactericidas.

FtsZ e a divisdo celular

A proteina FtsZ € uma homodloga bacteriana da tubulina, essencial no processo de
divisdo celular. Estd presente virtualmente em todas as bactérias, na maioria das Archaeas e
em cloroplastos e mitocondrias de eucariotos. E a protefna mais conservada entre as
proteinas relacionadas no processo de divisao celular [43].

Esta proteina polimeriza em presenca de GTP e forma protofilamentos que se
associam formando a base do anel Z. Este anel consiste em um complexo protéico que se
estende ao redor da circunferéncia celular e define o plano de divisdo durante o processo de
divisdo celular. Este septo ocorre no centro da célula, onde FtsZ recruta inimeras proteinas
da divisdo celular, incluindo as responsaveis pela degradacdo e pela construcdo da parede
celular [42]. O anel Z € ancorado a superficie interna da membrana plasmatica pela proteina
FtsA [44] e provavelmente também por ZipA [45].

O septossomo ¢ um multicomplexo citocinético formado pela reunido de pelo
menos 10 proteinas da divisdo celular associadas ao anel Z, e esta associacdo é dependente
da presenca do anel Z no sitio de divisdo. Por isso, acredita-se que o anel Z € uma
plataforma inicial para associacdo de todos, ou pelo menos da maioria dos componentes

essenciais da maquinaria de divisdo celular [43]. FtsZ € responsdvel pelo formato do
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invaginamento do septo, uma vez que mutantes de FtsZ que formam espirais ao invés da
estrutura de anel possuem septos com a mesma diferenca no formato [46]. Ndo se sabe se
FtsZ é apenas uma proteina suporte durante a reunido das proteinas da divisdo bacteriana,
se ela apresenta alguma funcdo regulatéria ou se participa ativamente no encolhimento do
novo septo [43].

A proteina FtsZ possui estrutura conhecida de espécies diferentes, entre elas M.
jannaschii, P. aerginosa, A.aeolicus e B. subtilis (Figura 22). FtsZ e a tubulina, sua homdloga,
compartilham um enovelamento arquitetado em 2 dominios: a regido N terminal, que
contém o sitio de ligacdo ao nucleotideo, € ligada ao dominio C terminal através de uma
hélice central (H7), que € envolvido formando um protofilamento. O sitio de atividade
GTPésica é formado na interface entre os mondmeros por insercdo dos residuos dcidos do
loop T7 do dominio C terminal no bolso de liga¢cdo a nucleotideos do mondmero anterior
do protofilamento [47]. FtsZ e tubulina possuem propriedades de estrutura e polimerizacao
similares, entretanto, estas proteinas ndo sdo sensiveis as mesmas moléculas inibitérias
[42], e esta especificidade faz de FtsZ um bom alvo farmacéutico no combate de diversas

bacteremias.

Nucleotide binding
pocket

Nucleotide binding
domain

&
T7 loop = 4
M. jannaschii P. aeruginosa A. aeolicus B. subtilis

Figura 22 — Estruturas Cristalograficas da proteina FtsZ de 5 espécies diferentes.
Representagdo da estrutura de FtsZ em M. jannaschii, P. aerginosa (residuos 2 -6),
A.aeolicus e B. subbitilis (residuos de 12 — 315). Em azul observa-se o dominio de ligacdo
a nucleotideos, a hélice H7 em amarelo e o dominio C terminal em vermelo/laranja [47].

Para que a divisdo celular seja eficaz, ela possuir precisdo espacial e deve ser
perfeitamente coordenada com a replicacdo e segregacdo do DNA. O septo deve ser
formado no centro da célula, dando origem a duas células filhas idénticas [43]. Se um erro
espacial ou cronoldgico ocorrer neste processo, serd formada uma célula filha menor que o

ideal e sem nucléolo e uma célula mie remanescente aumentada e com dois nucléolos. A
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regulacio do processo de divisdo celular necessita ser finamente regulada para a
manuten¢do da vida. Em B. subtilis e E. coli foram identificado diversos moduladores do

anel Z, dentre os quais se destacam o Sistema Min e o Sistema Noc/SIma [48]

O sistema MinCDE

O processo de regulacido do septo da divisdo celular comegou a ser desvendado ha
quatro décadas, quando Adler e colaboradores obtiveram mutantes de E. coli em que um
grande nimero de pequenas células anucleadas, incapazes de se dividirem, eram formadas
durante a fase logaritmica da divisao celular. Estas células, em forma de bastonetes, foram
isoladas através de centrifugacdao por gradiente de densidade e utilizadas em diversos
estudos biologicos [49]. Estes mutantes formavam septos em ambientes diferenciado, como
nos polos celulares. A formacao do septo na regido polar da célula da origem a uma célula
filha esférica com auséncia de DNA cromossomal (mini células) e uma célula mée residual
com tamanho maior que o normal e dois nucledides. Interessantemente o DNA plasmidial
pode ser dividido entra as células [43].

Em mini células de E. coli foi identificada uma mutacdo em um operon de 3 genes,
o locus genético minCDE [50]. Os produtos de expressdo destes genes evitam a formacgao
do septo e divisdao nos pdlos celulares.

MinC € o inibidor da divisdo deste sistema, interagindo com FtsZ e previnindo a
formacgao do anel Z estavel [43]. MinC forma um heterocomplexo associado a membrana
capaz de impedir a divisdo nos pélos celulares [S51] e a delecdo destas proteinas resulta em
uma divisdo assimétrica causada pela formagao de septos nos poélos celulares [52, 53]. A
proteina MinE € um fator de especificidade topoldgica, responsdvel por dar especificidade a
MinC, limitando sua atuacdo aos pélos celulares, para que a célula possa se dividir em sua
regido central [43]. MinD é a responsdvel pela associacio de MinC e MinE a membrana
plasmaética [54, 55].

A proteina MinD € membro de uma superfamilia de ATPases, onde estdo inclusas
ParA (enolvida em segregacdo dos cromossomos) e proteinas relacionadas, e se associa a
membrana através de uma hélice anfipéatica localizada em sua extremidade N terminal [48,

56, 57]. O dominio C terminal da proteina MinC € o responsavel por sua interagdo com
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MinD [58], entretanto ambos os dominios C e N terminal sao necessarios para que MinC
exerca sua func¢do inibitdria [58, 59].

A localizacdo do sistema MinCDE nos poélos das células em B. subtilis se da através
da interagdo com a proteina DivIVA [43], delimitando, portanto o local de atuacdo deste
sistema. Outro importante sistema regulador de FtsZ é o Sistema Noc/SImA. O Sistema
Noc em B. subtilis e SImA em E. coli interagem com DNA e inibem a polimeriza¢do do

anel Z [60, 61], impedindo que a divisdo ocorra na regido cromossomal.

Sistema MinCD

€ ofd (| oo §
L ofh (| 6B )

Sistema Noc

[ ( o

14} [,)
[ M 0 M j
v v
Sistema MinCD + Noc

€ # | @ )

Figura 23 — Esquema de inibicao da divisao bacteriana em B. subtillis. O sistema
MinCD impede que a divisdo celular ocorra nos pélos, o sistema Noc impede que a
mesma ocorra na regido onde contém material genético, a soma dos dois sistemas faz
com que a unica regiao permitida para a divisao celular seja o centro. Modificado de [48]
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3.2 RESULTADOS DA CARACTERIZA(;AO DA INTERACAO DE FtsZ COM
MinC

Os experimento a seguir foram realizados com o intuito de confirmar a intera¢do de
FtsZ e MinC de Bacillus subtilis, bem como identificar os residuos nela envolvidos. A
interacdo entre a regido N terminal da MinC com FtsZ de E. coli foi confirmada
recentemente [62], entretanto a interacdo entre as proteinas de Bacillus subitilis ainda
precisa ser confirmada. Outros experimentos ja foram realizados pelo grupo do pesquisador
Dr. Frederico G. Filho, sem sucesso, provavelmente por se tratar de uma interacdo fraca.
Dessa forma, esta colaboracdo visa utilizar uma ferramenta extremamente sensivel como a

RMN, capaz de detectar interacdes fracas.

3.2.1. Expressao das proteinas MinC e FtsZ

Os clones contendo as sequéncias génicas referentes as proteinas FtsZ e MinC
foram obtidos através de uma colaboracdo com o pesquisador Dr. Frederico Gueiros Filho
(IQ-USP SP) (Projeto SMOLBNET 2.0, Processo FAPESP 2010/51866-0). Os protocolos
de inducdo ja estavam estabelecidos por este mesmo colaborador, porém foi preciso
aperfeicod-los para que estas proteinas pudessem ser expressas em M9[63] e utilizadas no
espectrometro de Ressondncia Magnética Nuclear. O protocolo pode ser visto na secao

Metodologia.

3.2.2. Expressao e purificacdo das proteinas MinC e FtsZ

A purificagdo das proteinas expressas em meio LB e em meio minimo M9 [63] para
marcacdo com isétopos estdveis para estudos de RMN, foi realizada de forma similar,
exceto pelos tampdes que tiveram de ser adaptadas as exigéncias das técnicas de RMN. A
padronizacdo prévia foi feita no tampao HEPES 10 mM, 50 mM de Arginina, 50 mM de
Acido Glutdmico, 100 mM KCI, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol. Para estudos por

Ressonancia Magnética Nuclear, é preferivel utilizar o tampao fosfato a outros tampdes, ha
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uma limitacdo na concentracdo de sal (maximo 100 mM, para utilizacdo da sonda
criogénica) e aditivos como Arginina e Acido Glutdmico utilizados para aumentar a
solubilidade, apresentam sinais no espectro e, por se encontrarem em uma concentracao
muito superior ao da proteina, saturam o receptor de sinal, inviabilizando a visualizacdo de

sinais da proteina.

3.2.2.1 Purificagdo da MinC

O lisado de células foi purificado em coluna de afinidade (His Trap Chelating FF-5
mL). A afinidade se mostrou um excelente método de captura para MinC por separar bem
MinC das demais proteinas celulares. A purificacio foi confirmada em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE corado com Coomassie blue) a 12% (Figura 24)

MM FS FT P1 P2

Afinidade 15N MinC

3500,00 -
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Figura 24 — Cromatograma da proteina MinC marcada com ®N e purificada por
afinidade. A direita, gel SDS-PAGE onde: MM corresponde ao marcador molecular
BenchMark®, FS a fracdo soltvel aplicada a coluna de afinidade, FT a fragdo que passou
pelo flowthough, P1 a fragdo do primeiro pico, as préximas fragées correspondem ao
segundo pico, onde observamos MinC em alto rendimento.

Embora a purificagc@o por afinidade tenha fornecido resultados satisfatérios quanto a
pureza e concentracdo de MinC, foi necessdrio um método de refinamento para evitar que
alguns contaminantes interfiram no espectro de RMN. O método de escolha foi a
cromatografia de exclusdo por tamanho molecular, ou filtragdo em gel (coluna Superdex
HiLoad 200 16/60 — GE Healthcare®). Esta cromatografia € capaz de separar eventuais
contaminantes e possiveis dimeros ou até mesmo oligdbmeros que dependendo das
caracteristicas da proteina podem ser formados. Pode-se observar através desta

cromatografia, apesar de nio se tratar de uma filtracdo em gel analitica, que a proteina

40



Capitulo 3

MinC (~27,7 KDa) € eluida com 50 mL, sugerindo que esta ndo se encontra em sua forma

monomérica (Figura 25).
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Figura 25. Cromatografia da proteina MinC purificada por filtragcdo em gel na coluna
Superdex 200. As fracdes do gel SDS-PAGE correspondem respectivamente ao marcador
molecular BenchMark™(MM), proteina MinC concentrada pés afinidade (C) e as fracdes
do pico contendo MinC.

A proteina pura e concentrada foi levada a espectrometro de RMN, onde foi obtido
um espectro de prétons em 1D, para confirmacdo de que a proteina se encontra estruturada
e na concentracdo necessdria para obtencdo de sinais. No espectro pode-se observar que a
proteina se encontra enovelada por apresentar dispersao na regidao do NH, proximo a 8 ppm.
Proteinas desenoveladas apresentam pouca dispersdo na regido no NH, pois todos os
aminodcidos experimentam o mesmo ambiente quimico. A concentracdo alcancada pela
purificacdo foi suficiente para obtermos um bom nivel de sinal no espectro. O proximo
passo foi obter espectros 2D com a proteina marcada com nitrogénio 15, analisar sua

estabilidade e posteriormente sua interacdo com FtsZ nao marcada (Figura 26).
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Figura 26. Espectro unidimensional de Hidrogénio da proteina MinC. O espectro foi
realizado em um espectrédmetro Varian Inova 600 MHz. Em destaque, observa-se a regiao
do espectro onde sédo analisados os NHs das cadeias laterais dos aminoécidos.

Ap6s confirmacgdo, foi padronizada a expressdo de MinC em meio minimo M9,
contendo uma tnica fonte de nitrogénio, no caso o isétopo “N. Foram repetidos os
procedimentos de expressdo e purificacdo, e a proteina marcada foi submetida a
espectroscopia de RMN para visualizacdo de espectros 2D "'N-HSQC (Figuras de 32 a
38).

3.2.2.2. Purificacdo da FtsZ

Para FtsZ, a cromatografia por afinidade em coluna de Niquel ndo se mostrou uma
boa op¢do de purificagdo. A proteina purificada sob estas condi¢des se mostrava incapaz de
se polimerizar na presenga de GTP e Cloreto de Calcio e, portanto inativa. Por este motivo
sua purificacdo foi feita precipitando-a com (NH4)»SO4, como citado na se¢do Metodologia.
Outra purificagdo foi necessdria para garantir maior pureza de FtsZ. Para isto, a amostra
obtida da precipitacio com (NH4)2SO4 foi submetida a filtragdo em gel na coluna

Superdex Hiload 200 16/60%. As fracoes foram posteriormente analisadas por gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE colorido com coomassie blue) para confirmagdo. Conseguimos
uma alta pureza de FtsZ, porém esta se apresentava constantemente com um contaminante
de menor tamanho molecular que, por espectrometria de Massas, realizada no LNBio,
descobrimos ser a cloranfenicol acetil transferase (CAT), provavelmente proveniente do
plasmideo pRIL que utilizamos na expressao e possui marca de sele¢do para cloranfenicol.

(Figura 27).
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Figura 27. Cromatografia de exclusao por tamanho molecular da proteina FtsZ
purificada por precipitacao em sulfato de amoénio. A cromatografia foi realizada na
coluna Superdex 200 16/60°. A proteina foi encontrada no segundo pico, sendo o terceiro
pico uma provavel contaminagdo por DNA, uma vez que este foi drasticamente diminuido
com o tratamento da amostra com a enzima DNAse. O gel SDS-PAGE contém um
marcador molecular BenchMarker® e as fracdes correspondentes ao segundo pico da
filtracdo, onde é possivel visualizar as proteinas FtsZ e CAT (contaminante).

A proteina pura e concentrada foi utilizada para ensaios de interacdo com MinC por
Ressonancia Magnética Nuclear. Nao foi necessdria sua marcacdo com isétopos estaveis,
uma vez que estaremos visualizando quais residuos de MinC sdo envolvidos na interacao
com FtsZ.

Para retirada da CAT, contaminante de FtsZ, esta proteina foi expressa na cepa
(DE3) C43 E. coli, cepa esta indicada para expressao de proteinas toxicas. A auséncia do
plasmideo pRIL impediu a expressdo de CAT e a proteina FtsZ pode ser purificada sem
seu contaminante, levando a um alto grau de pureza de FtsZ. A purificacdo de FtsZ sem

CAT pode ser observada na purificacdo dos mutantes, no préximo intem.
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3.2.2.3. Purificacd@o dos mutantes de FtsZ

Além das proteinas selvagens, foram expressos também quatro mutantes pontuais
de FtsZ de B. subitilis para titulacio com MinC no espectrometro de RMN. Estes mutantes
provém de uma biblioteca de mutantes ao acaso de FtsZ e desta biblioteca foram isolados
os mutantes que continham algum tipo de resisténcia a MinC, seja por impedir a intera¢do
FtsZ/MinC, seja por tornar FtsZ mais estdvel. [48]. O grupo do pesquisador Frederico G.
Filho nos cedeu alguns destes para que compardssemos suas interacdo com MinC em
relagcdo a com FtsZ selvagem.

Estes mutantes possuem alteracdo de um unico residuo por uma Alanina e foram

nomeados de acordo com o residuo mutado. Os residuos utilizados foram 111, 243, 255, e

376 (Figura 28).

A) B)
10 20 30 40 50 60
MLEFETNIDG LASIKVIGVG GGGNNAVNRM IENEVQGVEY IAVNTDAQAL NLSKAEVKMQ
70 80 90 100 110 120
IGAKLTRGLG AGANPEVGKK AAEESKEQIE EALKGADMVE VTAGMGGGTG [iAnPvIaQT
130 140 150 160 170 180
AKDLGALTVG VVTRPFTFEG RKROLOAAGG ISAMKEAVDT LIVIPNDRIL EIVDKNTEML

190 200 210 220
EAFREADNVL RQGVQGISDL IATPGLINLD FADVKTIMSN KGSAL

240
ATGENRAAEA

250 260 270 280

300
AP@QISSPLL EAARIDGAQGV LMNITGGTNL SLYEVQEAAD

/ NMIFGSVINE

310 320 330 3
NLKDEIVVTV IATGFIEQEK DVTKPQRPSL NQSIKTHNOX
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Figura 28 — Mutantes de FtsZ. A) Sequéncia de aminoacidos da FtsZ (ProtParam),
destacando os aminodcidos que foram mutados por alanina. NUmero de aminoéacidos
total: 382. Peso Molecular 40394.8. Ponto Isoelétrico 5,01. B) FisZ (PDB 2AVM)
destacando os residuos de aminoacidos de FtsZ. FtsZ 111 possui mutagao no aminoacido
111, FtsZ 243 no 243, FtsZ255 no 255 e o FtsZ 287 possui mutagéo no residuo 287, que
nao pode ser representado por ndo haver densidade eletronica suficiente nesta regido.

A expressdao e purificacdo dos mutantes se deu da mesma forma que a FtsZ
selvagem. Os mutantes apresentaram um perfil de filtragdo em gel muito parecido com o do
selvagem e por utilizarmos a cepa de E. coli (DE3) C43, ndo apresentaram contaminagao

com a CAT (Figura 29).
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Figura 29 - Cromatograma da filtracao em gel do mutante 255 sem a CAT. O
cromatograma do mutante € semelhante a de FisZ selvagem. O gel SDS-PAGE ao lado
contém o marcador molecular BenchMarker® (MM), amostras referentes aos picos 1 e 2
(P1 e P2) e amostras referentes ao terceiro pico contendo o mutante de FtsZ 255 sem a
contaminagao da CAT.

3.2.3. Teste de Estabilidade de MinC a 40°C

Antes de realizarmos a titulagc@o realizamos um teste de estabilidade com a proteina
MinC, a fim de descartar a possibilidade de que as mudangas no espectro estariam
ocorrendo gracgas a instabilidade da amostra e ndo por causa da interagdo com FtsZ. Foram
coletados nove espectros 2D-""NHSQC, cada um durando 23 minutos, e 0s espectros foram
sobrepostos. Foram obtidos repetidamente espectros da proteina MinC a 40°C por 207
minutos a fim de acompanhar sua estabilidade. Estes espectros foram sobrepostos e nao
houve variacdo entre os picos, sugerindo que a proteina se encontra estavel e que apds a
titulacdo com FtsZ a variacdo dos picos serd exclusivamente devido a interacdo e ndo por
instabilidade da MinC (Figura 30). Nestes espectros ndo observamos variagdes nas

posicdes dos picos, mostrando que a amostra estd estdvel e que a titulacdo pode ser feita.
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Figura 30 — Espectro "’N-HSQC do teste de estabilidade da MinC. Em preto pode-se
observar o primeiro espectro, onde a proteina permaneceu 23 minutos a 40°C, em roxo,
sobreposto, temos o espectro do ultimo 'N-HSQC, em que a proteina ja havia
permanecido a 40°C por 207 minutos.

3.2.4. Titulacdo de MinC com FtsZ

A proteina MinC foi titulada com FtsZ nas propor¢des 50:1, 10:1, 5:1, 2,5:1 e
finalmente, 1:1. Em cada uma destas condicOes, obtivemos um espectro NHSQC. Os
espectros foram sobrepostos e neles pudemos observar o deslocamento de alguns picos
sugerindo interacdo entre estas duas proteinas (Figura de 31 a 36). O deslocamento
quimico de um pico depende do ambiente em que o d&tomo se encontra e o fato de um

atomo, interagindo com outro, modificar este ambiente quimico.
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Figura 31 — Espectro °N-HSQC da titulacio de MinC com FtsZ na proporcio 50:1.
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteina MinC marcada com °N
sem FtsZ. Sobreposto em vermelho observamos espectro MinC titulada com na
propor¢ao 50:1.
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Figura 32 — Espectro °N-HSQC da titulacdo de MinC com FtsZ na proporcao 10:1.
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteina MinC marcada com N
sem FtsZ. Sobreposto em azul observamos espectro MinC titulada com na proporgéao
10:1.
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Figura 33 — Espectro ""N-HSQC da titulacdo de MinC com FtsZ na proporcao 5:1.
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteina MinC marcada com N
sem FtsZ. Sobreposto em amarelo observamos espectro MinC titulada com na proporgcéo
5:1.
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Figura 34 — Espectro ’N-HSQC da titulacdo de MinC com FtsZ na proporc¢éao 2,5:1.
Em cor preto observamos os picos correspondentes a proteina MinC marcada com '°N
sem FtsZ. Sobreposto em roxo observamos espectro MinC titulada com na proporcao
2,5:1.
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Figura 35 — Espectro °N-HSQC da titulacdo de MinC com FtsZ na proporc¢éo 1:1. Em
cor preto observamos os picos correspondentes a proteina MinC marcada com N sem
FtsZ. Sobreposto em azul observamos espectro MinC titulada com na proporgéo 1:1.

As titulagOes apresentadas acima confirmam a ocorréncia de uma interagdo fraca
entre as proteinas FtsZ e MinC. O deslocamento quimico de determinados picos (residuos
de aminoécidos) de MinC provocados pela titulacdo com FstZ € indicativo desta interagao.
Pode-se identificar que o deslocamento do pico provém da interacdo da proteina a ser
titulada simplesmente pelo fato de que o deslocamento € proporcional ao aumento da
concentracdo proteina a ser titulada, ou seja, quanto mais adicionarmos da proteina titulada,

mais o pico € deslocado, at¢ um momento em que este deixa de mover. A interagao é
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considerada fraca, pois nos picos em que pudemos observar interagdo, a variagdo de
deslocamento quimico provocada pela titulacao é pequena.

Nao foi possivel identificar quais os residuos envolvidos nesta interacdo, pois os
espectros apresentaram sinais agregados na regido central do espectro, impossibilitando a
andlise de cada pico separadamente. Entretanto, alguns picos isolados puderam ser
analisados, onde conseguimos observar mudancas entre FtsZ mutante e selvagem,

sugerindo que estes estdo envolvidos na alteracdo entre MinC e as FtsZ e que as mutacdes

pontuais podem estar modificando o perfil desta interacdo (Figura 36).

FtsZ 111 FtsZ 243 FtsZ 255
B T =77 1 — — g

5N (ppm)

N (ppm)
N (ppm)

L Y,

H (ppm) H(ppm) H(ppm)
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Figura 36 — Sobreposicao dos espectros da titulacao de MinC (preto) na proporcao
5:1 de FtsZ (magenta), 2,5:1 (azul) e 1:1 (vermelho). Nesta sobreposi¢cdo observamos

apenas um pico localizado na regido a 116.15 ppm no "°N e 7.9 ppm do 'H. Neste pico,
particularmente, FtsZ selvagem e o mutante 255 ndo apresentam mudancas em seus
deslocamentos quimicos durante sua titulacdo a MinC, diferentemente dos demais

mutantes, 111, 243 e 287, que apresentaram mudancas.
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Para fins investigativos, foi realizada ainda a titulacdo inversa, em que a proteina
FtsZ foi marcada com N e MinC expressa em LB. O espectro de 5N Ftsz apresentou
menos sinais/picos que o numero total de seus aminodacidos, indicando que a proteina FtsZ
estd com um tamanho maior que o limite para a técnica ’N-HSQC e ainda maior que o

tamanho da MinC (Figura 37).

o

119

()

1221

N (ppm)

g 8.6 84 g2 80 78 7.6 74 72

"H (ppm)

Figura 37 — Espectro de '°N-HSQC de FtsZ. A proteina FtsZ foi marcada com "N,
entretanto o agregado de picos na regido central ndo ndo viabilizou a identifcacdo de
picos de interacdo com MinC (titulagdo nao mostrada).

Estas andlises ainda ndo sdo conclusivas, e este perfil aglomerado dos espectros se
da provavelmente por as proteinas ndo se encontrarem em sua forma monomérica. Estudos

de SAXS ainda nao concluidos, realizados por nosso colaborador Dr. Wanius José Garcia
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da Silva (UFABC), sugerem que MinC estd em sua forma tetramérica e FtsZ em sua forma
dimérica. O estado de agregacdo destas proteinas foram investigados também por DLS.
Considerando que estas proteinas ndo estejam em sua forma monomérica, o tamanho
esperado para o complexo serd além do tamanho limite para a técnica de RMN NHSQC.
Uma solugdo para este impasse seria expressar a proteina MinC em &dgua deuterada, o que
aumentaria significativamente o limite de tamanho da técnica. No momento, estamos

expressando a proteina MinC em dgua deuterada a fim de testar novos titulagdes.
3.2.5. Espectros de Dicroismo Circular de MinC, FtsZ e mutantes

A fim de obtermos maiores informacdes sobre a interacdo entre FtsZ e MinC,
realizamos andlises de Dicroismo circular onde os espectros de FtsZ e seus mutantes foram
comparados entre si. FtsZ selvagem e o mutante 111 apresentaram um perfil muito
semelhante, tipico de proteinas com maior contetido de a hélice. Os mutantes de FtsZ 255,
376 apresentam um maior conteddo de folhas B, quando comparado com FtsZ selvagem e o

mutante FtsZAC apresenta uma conformagdo intermedidria entre os perfis citados (Figura

38).
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Figura 38 — Espectro de CD da proteina FtsZ e mutantes. Foram realizados espectros
de CD da proteina FtsZ e seus mutantes no espectdmetro J-810 (Jasco), com um
caminho 6ptico de 1 mm, a 40°C e na concentracao de 5 uM. Os espectros mostraram
diferencas entre os mutantes de FtsZ. A) Espectro de CD de FtsZwt (selvagem) e dos
mutantes 111, 255, 376 e AC (com delegdo na regido C terminal). B) Espectro de CD de
FtsZwt e do mutante 111 e C) Espectro de CD dos mutantes de FtsZ 255, 376 e AC.

Foram realizadas ainda andlises do desenovelamento térmico das proteinas MinC,
FtsZ selvagem e mutantes 111, 255, 376 e FtsZAC (em que foram deletados 39
aminodcidos da regido C terminal); bem como de cada uma destas FtsZs associadas a
MinC. Posteriormente cada FtsZ (selvagem e mutante) foi associado a MinC, e o
desenovelamento térmico destas duas proteinas foi analisado por Dicroismo Circular. Para
confirmar a interagdo entre estas proteinas, foram observadas as TMs (temperatura média
em que metade do complexo se encontra enovolado e a outra metade desenovelado). Com
os dados obtidos, ndo foi possivel confirmar a interagdo, pois a presenga de MinC ndo teve
efeito sobre a estabilidade térmica em nenhum dos casos (pois a variacdo entre as TMs foi
menor que 5°C). FtsZ111 € menos estdvel termicamente em relacdo a selvagem, enquanto

que FtsZAC € termicamente mais estdvel (Tabela 2).
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Tabela 2 — Variagdo da temperatura média de desenovelamento térmico de FtsZ
selvagem e mutantes com MinC

Proteina ™™ (°C) M na presenca de [ATM]
MinC (°C)

MinC 43,19973 - -
FTsZ wt' 40,37729 42,34165 1,96
FtsZ 111 32,91962 34,24732 1,33
FtsZ 255 40,73696 43,43944 2,70
FtsZ 376 42,73721 45,08769 2,35
FtsZ AC 48,61548 45,16039 3,46

* FtsZwt: Selvagem.

Nossos resultados mostraram a interagdo entre as proteinas MinC e FtsZ.
Adicionalmente pudemos observar diferencas na estrutura secunddria, através de espectros
de dicroismo circular, entre a proteina FtsZ selvagem e seus mutantes pontuais. Novos
estudos ainda devem ser realizados até a identificacdo dos residuos de aminodcidos
responsaveis pela interagdo entre FtsZ e MinC. A proteina MinC serd deuterada e a
titulacdo com FtsZ serd observada através do experimento HSQC com pequenas
modificagdes na sequéncia de pulso. A proteina FtsZ serd deuterada e titulada com os

dominios C e N terminal de MinC, separadamente.

56



Capitulo 4

Metodologia

57



Capitulo 4

4. METODOLOGIA
4.1. Meios de cultura, cepas e clones de E. coli

Para padronizacao da expressao das proteinas utilizadas neste trabalho, utilizamos o
meio de cultura LB (Extrato de levedura 0,5% m/v; Triptona 1% m/v; NaCl 200 mM/L; pH
7,4 ). Para preparo de placas contendo LB sélido foi adicionado a esta preparacdo bacto-
agar 1,5% m/v [64]. O meio de escolha para a marcacdo isotdpica da proteina com PN e
BC foi o meio minimo M9 [63]. Esse meio consiste na adicdo de uma unica fonte de
carbono e outra unica fonte de nitrogénio (Glicose e Cloreto de Amodnio, respectivamente).
A bactéria terd de utilizar estas fontes de C e N na sintese de seus aminodcidos e,
consequentemente as proteinas expressas apresentardo estes dtomos que, quando marcadas
com os is6topos de spin Y2, poderdo ser visualizadas nos espectros de RMN. Pode-se ainda,
quando necessario, acrescentar alguns aditivos/metais a esse meio de cultura para melhorar
o rendimento da expressao protéica, porém neste trabalho nao foi necessario.

Para amplificacdo dos vetores de expressdao empregados, utilizamos a cepa de E.

coli DH50. As cepas, plasmideos e antibiéticos utilizados estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Cepas e antibiéticos utilizados neste trabalho

Clones
Antibiético
(plasmideo + Cepas de E. coli
) (ng/mL)
inserto)
E. coli BL21 (DE3) AslyD 50 canamicina
pET28a + pl18 E. coli BL21 (DE3) AslyD Prare 50 canamicina
E coli (DE3) C41. 50 canamicina
pETDuet +
. E. coli BL21 (DE3) 50 ampicilina
MP1/pl4
pET28a + His-
“ E. coli BL21 (DE3) 50 canamicina
MP1/pl4
pET28a +
i E. coli BL21 (DE3) 50 canamicina
MP1/p14-His
pET24b 30 canamicina +
“ E. coli BL21 (DE3) pRIL
+ MinC 50 cloranfenicol
pET28a 30 canamicina +
9 E. coli BL21 (DE3) pRIL
+ FtsZ 50 cloranfenicol

Clones obtidos através de colaboragcédo com: *1 Dr. Miroslaw Cygler (Biotechnology
Research Institute, NRCC, Quebec, Canada); *2 Dr. Tim Clasen (Reserch Institute of
Molecular Pathology, IMP, Viena, Austria) e *3 Dr. Frederico Gueiros Filho (IQ-USP/SP).

Os plasmideos foram inseridos na bactéria através de transformagdo por choque

térmico ou eletroporacdo. Todos os clones foram estocados em glicerol 60% (v/v) a -80°C.

4.2. Preparo de células de E. coli competentes

4.2.1. Preparo de E. coli competente para transformagdo por choque térmico

Para preparo de células competentes por choque térmico, utilizamos 500 mL de
inoculo, incubado a 37°C sob agitagdo de 200 rpm até atingir D.O.sp0nm = 0,3. Ap0s atingir
o numero de células desejado, levamos o indculo a um banho de gelo por 5 minutos e
centrifugamos a 1.600 yg a 4°C por 10 minutos. Ressuspendemos o “pellet” de células em
100 mL de tampdo Ca**/glicerol gelado e descartamos o sobrenadante. Foram realizadas

etapas de centrifugacdo e lavagem do “pellet”. As células (“pellet’) foram ressuspensas em
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12 mL de Ca*¥/glicerol gelado, distribuidas em tubos de micro centrifugas e armazenados

em freezer bioldgico (-80°C). Modificado de [64].

4.2.2. Preparo de E. coli eletrocompetente

Para preparo de células de E. coli eletrocompetentes, foi utilizado um pré inéculo de
100 mL, incubado a 37°C por 16 h sob agitacdo de 200 rpm. Diluimos entdo este pré
in6culo em 1 L de meio fresco pré-aquecido, que foi incubado novamente a 37°C, 200 rpm
até atingir D.O.¢oonm = 1,0 a 1,2. As células foram coletadas através de uma centrifugacao a
1360 yg por 20 minutos a 4°C. Apds etapas de lavagens, o sobrenadante foi descartado e
ressuspendemos as células em 3 mL de glicerol 20% gelado e aliquotamos 40 pL por tubo e

micro centrifuga (0,6 mL) e congelamos em freezer biolégico (-80°C). Modificado de [64].

4.3. Transformacdo de E.coli

4.3.3.1. Transformacao de E.coli por choque térmico

Ap6s descongelar uma aliquota de E. coli competente em banho de gelo,
adicionamos aproximadamente 200 ng do DNA plasmidial. Ap6s 30 minutos de banho de
gelo, a amostra foi colocada em um banho térmico a 42°C por 2 minutos. Apds o choque
térmico, adicionamosl mL de meio LB e incubamos por 1 hora a 37°C, para que o
plasmideo entre na célula e a bactéria o replique. Foram plaqueados 100 uL da suspensao
de bactérias em uma placa de LB contendo antibidtico, para sele¢do clonal. A placa foi

incubada a 37°C por 16 horas. Modificado de [64].

4.3.2. Eletroporacdo de E.coli

Descongelamos as aliquotas de células competentes em gelo, adicionamos o
plasmideo e transferimos as células para uma cubeta de eletroporagdo (0,1 cm).
Submetemos as células a um pulso elétrico nas seguintes condigdes: 1,7 kV, 200 W e 25
pF. Imediatamente apds o pulso, adicionamos 1 mL de meio LB na cubeta para remover as
células e as transferimos para um tubo estéril. Apds incubac¢do a 37°C por 1 hora, sob
agitacdo, plaqueamos as células em meio seletivo e incubamos a 37°C, 200 rpm por 16 h,
para obtencao de coldnias. Modificado de [64].
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4.4. Estratégias de clonagem génica

4.4.1. Clonagem da p18

O cDNA da p18 foi clonado no vetor pGEM T (Promega) e a partir deste clone foi
realizada uma subclonagem no vetor de expressdo pET28a (Novagen). A proteina p18 esta
localizada no cromossomo 11, ORF 59 de mamiferos. Para desenho dos oligonucleotideos
utilizados nesta clonagem, obtivemos a sequéncia da proteina no site do NCBI (National
Center for Biotechnology Information — http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e acrescentamos as
suas extremidades, sequéncias especificas para as enzimas de restricdio Ndel e Xhol
(Tabela 4). A reacdo de PCR foi realizada a partir da biblioteca de cérebro fetal humana
clontech. Foi realizado um ciclo de desnaturagdo inicial de 5 minutos a 95°C seguido de
trinta ciclos de desnaturagdo a 95°C por dois minutos, anelamento a 55°C por dois minutos
e extensdo a 72°C por um minuto. Ao final, foi feita uma extensdao de 7 minutos a 72°C. Foi
usada a enzima Taq Platinum (Invitrogen). O produto de PCR foi purificado e a sua
extremidade A (inseridas pela enzima TAQ Platinum), foi ligado a extremidade T do vetor
pGEM T (Promega) através de uma reacdo de ligacdo com a enzima T4 DNA ligase e seu
tampao, com incubacdo em um banho a 16°C por 16 h. O plasmideo resultante da ligacdo
foi transformado em células de E. coli DHS5o e a clonagem foi confirmada por
sequenciamento. O inserto foi retirado do pGEM (Promega) através da digestdo com as
enzimas Ndel e Xhol e subclonado no vetor pET28a (Novagen). A confirmacdo desta
subclonagem foi realizada através da digestdao do novo clone com as mesmas enzimas da

clonagem, Ndel e Xhol.

Tabela 4. Desenho dos oligonucleotideos utilizados na estratégia de clonagem do cDNA
da proteina p18 no vetor pET28a.

Oligonucleotideo Enzima de Restricdo Sequéncia utilizada
Forward Ndel CccatATGGGGTGCTGCTACAGCAG
Reverso Xhol ccctcgagttaTGGGATCCCAAACTGTACAACCAG
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4.4.2. Clones obtidos por colaboradores

O grupo do pesquisador Dr. Tim Clausen (Reserch Institute of Molecular
Pathology, IMP, Viena, Austria) nos enviou clones para a co-expressido das protefnas
MP1/p14. O clone 688 possui ambas as proteinas contidas no vetor pET28a (Novagen),
sendo que apenas MP1 possui cauda de Histidina, enquanto que no clone 689, apenas p14
possui cauda de Histidina. O grupo do pesquisador Dr. Miroslawler (Biotechnology
Research Institute, NRCC, Quebec, Canada.) nos forneceu um clone de MP1/p14 no vetor
bicistronico pETDuet-1 (Novagen), onde ambas as proteinas contém caudas de Histidina.

Os clones contendo FtsZ e MinC foram obtidos através de uma colaboracdo com
prof. Frederico J. Gueiros Filho, da Universidade de Sao Paulo — SP (Processo FAPESP
2010/51866-0 Smolbnet 2.0). A sequéncia referente a MinC foi inserida no vetor pET24a

(Novagen) e a referente a FtsZ no vetor pET28a (Novagen), assim como seus mutantes.

4.5. Eletroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 0,8% com 40 pL de Brometo de Etideo para cada
100 mL do tampao TAE. As amostras sdo aplicadas em conjunto com o tampao de amostra
(loading buffer) e submetidas a uma voltagem de 80 volts pelo tempo necessario para que

as bandas fiquem separadas. Modificado de [64].

4.6. Expressdo de proteinas recombinantes em E.coli.

4.6.1. Expressdo do clone de p18 em pET28a

Foi realizado um teste de expressdo da proteina p18 em diversas cepas de E. coli
(Tabela 3). O pré inéculo foi preparado em meio LB, acrescido de canamicina (50 pg/mL)
e incubado a 37°C por 16h a 200 rpm. No dia seguinte, acrescentou-se 60 mL do pré
in6culo a 2 L de meio LB e com as mesmas concentracdoes de canamicina. As células
cresceram a 37°C e 200 rpm até uma D.O.¢p proxima de 1, onde foi adicionado 0,5 mM de

IPTG e as diferentes células foram incubadas nas condicdes citadas na Tabela S.
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Tabela 5 — Condicdes de expressao testadas para o clona da p18 (p18 + pET28a )

Cepa de E. coli Temperatura de inducio (°C) Tempo de inducio (h)
BL21 (DE3) ASlyD* 25,30 e 37* 4el6*
BL21 (DE3) ASlyD pRARE 25,30e 37 4el6
BL21 (DE3) C41 18 12

* Condicao de escolha para todas as expressdes seguintes.

As células foram coletadas a 4630 g por 20 minutos 4°C. O “pellet” de células foi
ressuspenso em 10 mL de tampao A (50 mM de tampao fosfato de sédio pH 7,2, 100 mM
de NaCl, 5% glicerol) acrescido de 0,1 ug/ml de lisozima e 1 mM PMSF, e a suspensdo de
células foi incubada em gelo por 30 minutos, para acdo da lisozima. Apds incubagdo, a
amostra foi submetida 2 sonicacdo (sonicador Sonics®) em seis ciclos de pulsos de 15
segundos com 30% de amplitude. Em seguida, a amostra foi submetida a centrifugacdo a
21700 g por 10 minutos 4°C. O sobrenadante foi reservado e a fracio insoltivel (pellet) foi
resuspenso em tampao A acrescido de 2% do detergente Triton-X 100, sendo esta
preparagdo novamente sonicada (em trés ciclos de pulsos de 15 segundos com 30% de
amplitude) e centrifugada. Este ciclo de sonicagdo/centrifugacdo se repetiu por mais duas
vezes até a obtencdo da udltima fracdo insoldvel (fragdo correspondente aos corpos de
inclusao).

Os procedimentos realizados neste trabalho utilizaram a proteina pl8 preparada a
partir da expressdao na cepa de E. coli (DE3) ASlyD, sob uma inducdo com 0,5 mM de
IPTG a 37°C, sob agitacdao de 200 rpm por 16h.

4.6.2. Didlise e purificacdo da p18

Os corpos de inclusdo referentes a 500 mL de indugdo de pl8 em LB foram
ressuspensos em 100 mL de tampao contendo 8 M de uréia, 50 mM de Tris-HCI pH 8,8, 50
mM de NaCl e outros aditivos, como mostrado na Tabela 6. Esta solu¢do foi colocada em
uma membrana de didlise SPECTRA/POR 3® de poros de 3,5 kDa. A membrana foi
adicionada a um béquer de 5 L que continha 2 L de tampao (Tris-HCI pH 8,8, 6M de uréia
e aditivos). Os tampdes foram testados separadamente, variando a concentra¢do do tampao
e dos aditivos, como mostrado na Tabela 6. A dialise ocorreu a 4°C (em uma camara fria),

sob agitacdo constante e, apds intervalos que variaram entre 4 e 16 h, 1 L de tampdo era
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trocado por um novo tampao, desta vez contendo todos os componentes do tampao inicial
exceto a uréia. Desta forma a uréia foi gradativamente diluida, e a proteina reenovelada.

Neste protocolo, toda a uréia foi retirada.

Tabela 6 — Condi¢des de tampéao variadas na didlise da p18 a 4°C

Condicio Tampdo de ressuspensdo do Tampao utilizado na primeira
“pellet” etapa da didlise
Uréia 8 M, 50 mM e Tris-HC] pH Uréia 6 M, 50 mM e Tris-HCI pH
! 8.8 8.8
Uréia 8M, 50 mM Tris-HCI pH 8,8 e Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCI pH
2 50 mM NaCl 8,8 € 50 mM NaCl
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCI pH 8,8 Uréia 6 M, 50 mM Tris-HC] pH
I e 150 mM NaCl 8,8 ¢ 150 mM NacCl
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCI pH 8,8 Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCI pH
! e 0,1 M BME 8,8¢0,1 M BME
Uréia 8 M, 50mM Tris-HCI pH 8,8, Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCI1 pH
5 150 mM NaCl, 5 mM B ME, 0,1% 8,8, 150 mM NaCl, 5 mM  ME,
Tween 20 e 5% glycerol 0,1% Tween 20 e 5% glycerol

Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCI pH
Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCI pH 8,8,
6 8,8, 50 mM Arg/Glu e 150 mM
50 mM Arg/Glu e 150 mM NaCl

NaCl
- Uréia 8 M, 50 mM Tris-HCI pH 8,8, Uréia 6 M, 50 mM Tris-HCI pH
50 mM NaCl e 0,5 mM TCEP 8,8, 50 mM NaCl e 0,5 mM TCEP

* Condicao em que foi adicionado o complexo MP1/p14 na etapa da didlise onde o
tampéo estava com 1 M de uréia. Foram realizadas 11 trocas de metade do volume do
tampao de forma que o tampao e todos os aditivos, exceto a uréia, foram mantidos. As
concentracoes de uréia diminuiram gradativamente e mais duas trocas foram realizadas
onde todo o tampao (os 2 L contidos no bécquer) foi trocado.

A condigdo 7 da Tabela 6 foi utilizada para a didlise de pl8 com adi¢do de
MP1/p14. Como citado acima, apds sucessivas trocas de tampao as concentracdes de uréia
foram gradativamente sendo diminuidas e, na etapa em que a concentracdo de uréia fosse 1

M, foi adicionado um excesso de MP1/p14 junto a membrana de didlise que continha a p18.
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O produto de cada uma das didlises foi purificado por afinidade (coluna Histrap FF
de 5 mL — GE Healthcare). Para isso utilizou-se um tampao de carregamento da amostra
contendo 20 mM de Tris-HCI pH 6,5, 100 mM de NaCl e 0,5 mM de TCEP além de um
tampao de elui¢do igual ao tampado de carregamento da amostra, acrescido de 1 mM de
imidazol. A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min,
utilizando 10 volumes de coluna para uma elui¢do com um tnico passo, em um gradiente
linear de zero a 100% de tampao de elui¢ao.

As amostras contendo MP1/pl4 e pl8 foram concentradas em filtros ultra
concentradores para centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon—Millipore®). Estas amostras
foram utilizadas para realizacdo de cross-linking ou aplicadas a cromatografia de exclusdo
por tamanho molecular.

A cromatografia de exclusdo por tamanho molecular também foi realizada em um
AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para
uma eluicdo sob o tampao 20 mM de Tris-HCI pH 6,5, 100 mM de NaCl. A coluna
utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®).

O mesmo protocolo de purificagdo foi realizado para a p18 oriunda das dialises nos

tampoes de 1 a 6 da Tabela 6, onde nao foram adicionadas MP1/p14.

4.6.3. Expressao e purificacdo dos clones de MP1/p14

O clone de MP1/14 + pETDuet-1 foi transformado em células de Escherichia coli
BL21(DE3). Uma coldnia foi acrescentada a 60 mL de LB contendo 50 pug/mL de
canamicina. Estas células foram crescidas com a 37°C e 200 rpm por 16h. O pré inéculo foi
adicionado a 2 L de LB e incubado a 37°C e 200 rpm até uma D.O.¢p 0.6, quando as
c€lulas foram induzidas a expressar as proteinas com 1 mM IPTG, a 20°C e 200 rpm por
16h [31]. Em seguida, coletamos a inducao centrifugando-a a 4°C, 4630 y g por 20 minutos.

Os clones de MP1/p14 688 e 689 foram expressos em células de E. coli (DE3)
ASlyD. O pré indculo foi preparado em meio LB, acrescido de antibidtico (Tabela 7) e
incubado a 37°C e 200 rpm por 16h. No dia seguinte, acrescentou-se 60 mL do pré in6culo
a2 L de meio LB e com as mesmas concentragdes de antibidtico. As células cresceram a
37°C e 200 rpm até uma D.O.¢p préxima de 1, quando foi adicionado 0,5 mM de IPTG e
incubadas a 37°C a 200 rpm por 16h [30].
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Os clones 688 e 689 foram expressos separadamente, enquanto que o clone
MP1/p14 + pETDuet-1 foi utilizado na tentativa de co-expressao com p18.

Ap6s indugdo, o indculo foi centrifugado (4630 g, 20 min, 4°C) e as células foram
resussuspensas em 20 mM de tampao fosfato pH 6,5, 20 mM de NaCl, 1 uM de PMSF e
lisozima em concentragdo final de 100 ug/ml. Os extratos foram sonicados em sonicador
Sonics® com seis ciclos de pulsos de 15 segundos com 30% de amplitude. Apds sonicacio,
a amostra foi centrifugada a 21700 g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido

corresponde ao lisado de células que foi posteriormente purificado.

Tabela 7 — Clones utilizados na expressao dos clones de MP1/p14

Laboratério Responsavel Antibiético utilizado
Clone Cauda de Histidina
pela elaboracio do Clone (50 pg/mL)
Miroslaw Cygler MP1/p14 + pETDuet MP1 e pl4 Ampicilina
His-MP1/p14 + pET28a (688) MP1
Tim Clausen Canamicina
MP1/pl14-His + pET28a (689) P14

Ambos os clones de MP1/p14 foram purificados da mesma forma que a proteina
p18. O método de captura escolhido foi a afinidade (coluna His Trap FF de 5 mL — GE
Healthcare®). O tampao de carregamento da amostra continha 20 mM de Tris-HCI pH 6,5 e
100 mM de NaCl, assim como o tampao de eluicdo, porém acrescido de 1 mM de imidazol.
A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min, utilizando 10
volumes de coluna para uma eluicdo com um dnico passo, em um gradiente linear de zero a
100% de tampao de eluigao.

As amostras contendo MP1/p14 foram concentradas em filtros ultra concentradores
para centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®). Estas amostras foram aplicadas
a cromatografia de exclusdo molecular.

A cromatografia de exclusdao por tamanho molecular também foi realizada em um
AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para
uma elui¢do sob o tampao 20 mM de Tris-HCI pH 6,5 e 100 mM de NaCl. A coluna
utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®).
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As amostras contendo MP1/p14 foram novamente concentradas em filtros ultra
concentradores para centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon—Millipore®) e utilizadas em

ensaios biofisicos ou acrescidas na didlise da p18 para formacao do complexo Ragulator.

4.6.4. Expressao e purificacdo das proteinas FtsZ e MinC

FtsZ e MinC foram expressas em células de E. coli (DE3) pRIL. A expressao destas
proteinas de Bacillus subtillis foi realizada em meio LB acrescido de canamicina em uma
concentracdo final de 30 pg/mL e cloranfenicol (50 pg/mL). Foram utilizadas as
construcdes plasmidiais referidas na Tabela 8, conferindo as estas proteinas a presenca de
uma cauda de Histidina. O pré inéculo foi incubado a 37°C, 200 rpm por 16h. O indculo
contendo 3% de pré in6culo e a mesma concentracdo de antibidticos citada acima foi
incubado a 37°C, sob uma agitacdo se 200 rpm e induzidas em uma D.O.¢p0 proxima a 1
com 1 mM de IPTG. A inducdo foi incubada a 37°C, 200 rpm por 4h.

Os mutantes de FtsZ seguiram o mesmo protocolo de expressdo e purificacdo que a

proteina selvagem

Tabela 8 — Clones utilizados na expressao de FtsZ e MinC

Cepa de E. coli Antibiético utilizado
Clone Vetor
utilizada (ng/mL)
MinC pET24a E. coli (DE3)-RIL 30 Kan + 50 Cl
E. coli (DE3)-RIL 30 Kan + 50 Cl
FtsZ selvagem e mutantes pET28a
E. coli (DE3)-C43 30 Kan

Kan = Canamicina e Cl = Cloranfenicol

Ao termino da indugdo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 4630 yg por
20 minutos a 4°C. O “pellet” de células foi ressuspenso em um tampao contendo 50 mM de
tampao fosfato de sédio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50 mM de Arginina, 50 mM de 4cido
glutamico, 1 mM de EDTA, 5% de glicerol, 1 uM de PMSF e 100 pg/mL de lisozima. A
amostra foi levada por 5 minutos a um banho térmico a 37°C, para melhor atuacdo
enzimatica. Em seguida, a amostra permaneceu por 15 minutos em um banho de gelo e

. 4 . . . ® A .
posteriormente as células foram lisadas em um sonicador Sonics™ em trés ciclos de pulsos
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de 30 segundos com 35% de amplitude. A amostra foi entdo submetida a uma centrifugacio
a 21700 y g, 4°C por 45 minutos e a fracdo soldvel (contendo a proteina) foi submetida a

purificagdo.

4.6.4.1. Purificacao da MinC

O método de captura escolhido foi a afinidade (coluna Histrap FF de 5 mL — GE
Healthcare®). O tampao de carregamento da amostra continha 50 mM de tampao fosfato de
sédio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50 mM de Arginina, 50 mM de 4cido glutamico, 1 mM de
EDTA e 5% de glicerol, assim como o tampao de elui¢do, porém acrescido de 1 mM de
imidazol. A corrida foi realizada em um AKTA® FPLCTM, em um fluxo de 1 mL/min,
utilizando 10 volumes de coluna para uma eluicdo com um tnico passo, em um gradiente
linear de zero a 100% de tampao de elui¢ao.

As amostras contendo MinC foram concentradas em filtros ultra concentradores
para centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon—Millipore®). Estas amostras foram aplicadas
a cromatografia de exclusdo molecular.

A cromatografia de exclusdo por tamanho molecular também foi realizada em um
AKTA® FPLCTM, com um fluxo de 1 mL/min, utilizando de 1 a 1.5 volume de coluna para
uma elui¢do sob o tampao 50 mM de tampao fosfato de sédio pH 6,5, 50 mM de KCl, 50
mM de Arginina, 50 mM de 4cido glutdmico, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol. A coluna
utilizada foi a Superdex 200 16/60 (GE Healthcare®).

As amostras contendo MinC foram novamente concentradas em filtros ultra
concentradores para centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon—Millipore®) e utilizadas em

ensaios biofisicos ou espectroscopicos.

4.6.3.1. Purificacdo da FtsZ e mutantes

FtsZ foi purificada por precipitacio com sulfato de amodnio e este foi retirado
através de uma coluna do tipo PD-10 (Sephadex G25 — GE Healthcare®). A proteina eluida,
foi adicionado Ca** 20 mM e GTP 1mM, seguido de incubagdo a 37°C por 5 minutos,
polimerizando-a e permitindo a sele¢do de proteinas ativas. A amostra foi centrifugada e o
precipitado foi ressuspenso em 3mL de tampao fosfato 50 mM pH 6,5, 50 mM, KCI 50 mM
de Arginina, 50 mM de 4cido glutdmico, 1 mM de EDTA e 5% de glicerol e submetido a
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filtracdo em gel. As fracdes foram posteriormente analisadas por gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE colorido com coomassie blue) para confirmacao.

Em alguns experimentos incubamos a amostra com GDP e magnésio e
posteriormente utilizamos EDTA, favorecendo assim a forma monomérica de FtsZ.

A cromatografia de exclusdo por tamanho molecular, ou simplesmente filtracdo em
gel, também foi realizada no AKTA® FPLC™ — GE Healthcare®, e os dados foram
analisados no UNICORE 5.2. A coluna utilizada foi a Superdex Hiload 200 16/60 (GE
Healthcare). Em geral, as corridas ocorreram sob um fluxo de 1 mL/minuto por 180 mL
(1,5 volume de coluna).

As amostras contendo FstZ foram concentradas em filtros ultra concentradores para
centrifuga com poros de 10 kDa (Amicon-Millipore®) e utilizadas em ensaios biofisicos ou

espectroscopicos.

4.6.5. Expressao e purificacdo de proteinas FtsZ e MinC em meio minimo M9

A forma como estas proteinas foram expressas em meio minimo M9 [63] possui
algumas diferencas em relagdo a expressao em LB. O indculo, mas nio o pré indculo, foi
realizado em meio minimo M9 [63] ao invés de LB. Para evitar contaminagcdao do M9 [63]
com LB, centrifugamos o pré indculo em tubos estéreis, a 37°C, 4630 xg por 20 minutos,
descartamos o sobrenadante em ambiente estéril e ressuspendemos o “pellet” de células em
meio minimo.

As condi¢des de inducdo também foram ligeiramente alteradas, as proteinas foram

expressas a 25°C a 200 rpm por 16 h.

4.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

As amostras protéicas foram misturadas a um tampao de amostra 2X [64], fervidas a
96°C por 5 minutos e aplicadas a um gel de acrilamida SDS-PAGE. Realizamos a
eletroforese entre 100 V e 200 V, o coramos com coomassie blue por 30 minutos a
temperatura ambiente e em seguida descoramos com uma solucdo contendo 30% de

metanol e 10% de acido acético.
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4.8. Estudos Biofisicos
Os ensaios biofisicos foram realizados no Laboratério de Espectrometria e

Calorimetria do LNBio.

4.8.1. Espalhamento de Luz Dindmico — DLS

O raio hidrodinamico da proteina p18 renaturada na condi¢do de tampao 6 (Tabela
6) foi medido utilizando o instrumento DynaProTM Plate ReaderTM, da Wyatt sob um
angulo de 90°, a 824.2 nm com laser de 100% de intensidade, onde foram coletadas 10
aquisicoes de 5 segundos para cada amostra. Neste experimento, testamos as diferentes
temperaturas 20°C, 25°C, 37°C, repetindo a medida de 25°C ao final para avaliar se houve
alguma alteracdo na amostra apos a medida a 37°C. As andlises foram feitas no programa
DYNAMICS™ - Versao 6.12.0.3.

A triagem foi realizada em 96 condi¢des diferentes, onde se combinaram aditivos (5
mM B-ME, 1 mM DTT, 20% Glicerol, % Tween 20, 0,1% Igepal, 50 mM Arginina/ Acido
Glutamico e NaCl nas concentragdes 50 mM, 150 mM, 200 mM, 250 mM, 300 mM, 400
mM e 500 mM) e tampdes a 100 mM com diferentes pHs ( 5,5 Tampao citrato; 6,0 Tampao
Fosfato; 6,5 Tampao ADA; 7,0 Tampao Fosfato; 7,5 Tampao Hepes; 8,0 Tampao Imidazol;
8,5 Tampao Tris-HCI e 9,0 Tampao Ches).

4.8.2. Dicroismo Circular — CD

Esta técnica permite andlise da estrutura secunddria de proteinas em solugdo e é
amplamente usada para validacdo de aspectos conformacionais. Os ensaios foram
realizados em um equipamento J-810 (JASCO) acoplado a um sistema interno de controle
de temperatura (Peltier Type Control System PFD 4255 — JASCO) e as medidas foram
realizadas a temperatura constante de 20°C. O programa utilizado para registro de dados foi
o Spectra Manager® (JASCO). Os dados foram coletados na faixa de 195 a 260 nm (em
alguns espectros esta faixa se estreitou a fim de que a voltagem ficasse abaixo de 700 volts)

e a cubeta de quartzo utilizada possuia 1 mm de caminho 6ptico.
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As proteinas foram analisadas com a finalidade de investigacdo de suas estruturas
secunddrias. Foram ainda realizadas desnaturagdes térmicas de 10°C a 90°C, sendo
coletadas 5 aquisi¢des a cada 5°C. As desnaturacdes térmicas ocorreram tanto com as
proteinas sozinhas, quanto adicionadas a sua parceira. No caso de pl8 e MP1/pl4 foi
realizado espectro de ambas sozinhas e das mesmas juntas. No caso de FtsZ e MinC foram
realizadas medidas de cada uma delas (incluindo os mutantes) e de MinC adicionada

separadamente a FtsZ selvagem e mutantes.

4.9. Microscopia Eletronica

As andlises microscopicas foram realizadas no Laboratério Nacional de
Nanotecnologia — LNNano/CNPEM, no Microscopio Eletronico de Transmissdo TEM -
FEG (JEM 2100F), com colabora¢do dos pesquisadores Dr. Rodrigo Villares Portugal e Dr.
Jefferson Bettini. A amostra da p18 foi dialisada com e tratada com acetato de uranila, um
material pesado utilizado como contraste ou ‘“coloracdo negativa”, o que permite uma
acentuacdo aprecidvel do contraste entre a solugdo e a proteina.

Em uma primeira analise foi utilizada apenas uma amostra de p18, que foi dialisada
no tampao 5 (Tabela 6) e se encontrava com 50 mM Tris-HCI pH 8,8, 150 mM NaCl, 5
mM B ME, 0,1% Tween 20 e 5% glicerol.

Foi realizada uma nova anéalise de microscopia eletrOnica da p18 renaturada, desta
vez com o tampdo 2 (Tabela 6). Foram retiradas aliquotas em todas as etapas da didlise,
tanto da amostra, quanto do tampao presente no béquer. As amostras foram observadas na

microscopia eletronica a fim de se investigar o grau de agregacao da p18.

4.10. Espectros de RMN

Os experimentos de RMN foram realizados no espectrometro de 600 MHz no
laboratério de RMN do LNBio.

Os dados foram coletados no espectrometro de RMN de 600 MHz com sonda
criogénica, e analisados com os programas NMRDraw (NMRPipe) e NMRview. Foram

realizados experimentos do tipo 1D e 2D (’N-HSQC) [65]. O experimento de prétons de
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Hidrogénio 1D foi realizado afim de verificar se a proteina se encontrava estruturada e
experimento 2D (""N-HSQC) [65] foi realizado para identificar interagdes entre proteinas.
Para isso, uma proteina era marcada com N e a outra proteina, expressa em LB, era
titulada em diferentes propor¢des. Os sinais NH da cadeia principal de proteina marcada
que apresentaram mudangas em seu deslocamento quimico durante a titulacdo com a
proteina ligante foram responsaveis pela confirmac¢do da interacdo entre as proteinas. Estes
sinais correspondem aos aminodcidos da proteina marcada que interagiram com a proteina

expressa em LB.
4.11. Cross-linking do Ragulator

A amostra proveniente da didlise sob a condi¢do 7 da Tabela 6, contendo MP1/p14
e pl8, foi submetida a cromatografia de afinidade a Ni. Uma das fragdes, ao invés de ser
aplicada a filtracdo em gel, foi submetida a uma reacao de Cross-linking.

O experimento de Cross-linking foi realizado adicioando-se o cros-linker suberato
de N-N'-disuccinimidila (DSS) dissolvido em dimetil formamida (1 mg/mL) as proteinas
do complexo Ragulator em uma razdo equimolar. A durante 4 h a reagcdo ficou sob
agitacdo, sendo realizada uma reag@o a temperatura ambiente e outra a 4 h.

Decorrido este tempo, a reacdo foi finalizada com tampao de corrida e submetida a

uma andlise em gel SDS-PAGE corado com Comassie Blue.
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5. CONCLUSOES

O complexo Ragulator

Para solubilizacao da proteina p18, foi necessaria a padronizacdo de uma didlise
onde a concentracdo de uréia foi gradativamente retirada. Diversas didlises da p18 sozinha
foram testadas e ela s6 pode ser obtida soldvel na forma de grandes agregados, exceto em
uma unica condicdo onde foi obtida uma quantidade minima de pl8 que supomos ser
monomeérica por se ligar a coluna de Ni, entretanto esta condicdo ainda necessita ser
confirmada. A adicdo de seus parceiros, MP1/p14 possibilitou a obtencdo de um maior
rendimento da proteina p18 na suposta condi¢do monomérica.

O fato de pl8 apresentar predicdo estrutural de ser intrinsecamente desordenada
pode teoricamente estar diminuindo a estabilidade desta proteina, por ser um alvo mais
frequente de proteases. A grande instabilidade desta proteina dificultou estudos biofisicos e
estruturais.

A presenca de duas Cisteinas na proteina pl8 pode auxiliar a formagdo de
agregados protéicos por pontes de dissulfeto. A adi¢do do agente redutor TCEP a didlise e
aos tampdes de purificacdo auxiliou a evitar a formacao destes agregados.

A co-expressdo da pl8 com MP1/pl4 (pETDuet) foi realizada pela aluna de
iniciacdo cientifica Débora Camilotti. Com esta co-expressdo esperavamos obter a pl8
soluvel ligada aos seus parceiros MP1/p14, entretanto apenas MP1/p14 foi encontrada na
fracdo solivel (dados nao mostrados).

Os agregados formados pela pl18 foram caracterizados por espalhamento de luz
dindmico e microscopia eletrOnica, e esta caracterizacdo foi crucial para aumentar o
rendimento da produgdo pl8 em sua possivel forma monomérica através de didlise. A
proteina p18 agregada € incapaz de se ligar a seus parceiros MP1/p14 e a caracteriza¢do do
agregado nos permitiu encontrar um ponto em que a pl8 nio se encontrava na forma de
fibras em uma concentragdo de uréia minima, a fim de manter as proteinas MP1/pl4
complexadas.

Os resultados obtidos por CD sugerem uma variacdo no perfil de estrutura

secunddria entre a proteina p18 em sua forma supostamente “monomérica” e em sua forma
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agregeda. A pl8 supostamente “monomérica” renaturada com e sem MP1/p14 apresentam
espectros de CD semelhantes. O espectro de CD contendo pl8 agregada, somada a
MP1/p14 ndo sugere interagdo entre estas proteinas.

O complexo Ragulator apresenta um alto grau de dissocia¢do [35] o que dificulta
sua caracterizagdo por RMN. A fim de aumentar a estabilidade do complexo foi realizado
um cross-linking, onde foram formadas ligacdes covalentes entre as aminas primdrias livres
das cadeias laterais das proteinas proximas. Em um gel SDS-PAGE pode ser observado que
apenas o heterodimero MP1/p14 foi estabilizado. Se as ligagdes covalentes tivessem sido
formadas entre as trés proteinas do Ragulator, o cross-linking seria analisado por
espectrometria de Massas, onde seria possivel caracterizar a regido das proteinas onde

ocorre a interagao.
A proteina FtsZ e sua moduladora MinC

Foi realizada a padronizacdo da expressdo e purificacdo destas proteinas em meio
minimo M9, onde foi possivel marcé-las com 5N.

Estudos de SAXS realizados por nosso colaborador Dr. Wanius José Garcia da
Silva (UFABC), ndo apresentados neste trabalho, sugerem que a proteina MinC se encontra
tetramérica e FtsZ dimérica. Nesta conformacio o complexo apreentaria um peso molecular
de aproximadamente 160 kDa, ou seja, muito além do limite possivel para analise detalhada
de cada um dos residuos de aminoécidos da proteina por RMN.

Foi possivel observar, por Dicroismo Circular, diferencas entre as estruturas
secundérias de FtsZ selvagem e seus mutantes pontuais, que foram divididos em trés perfis
de espectro, onde FtsZ e o mutante 111 apresentaram um perfil muito semelhante, tipico de
proteinas com maior contetido de a hélice. Os mutantes de FtsZ 255, 376 apresentam um
maior conteudo de folhas B quando comparado com FtsZ selvagem, e o mutante FtsZAC
apresenta uma conformacdo intermedidria entre os demais perfis. O desenovelamento
térmico analisado por Dicroismo Circular ndo confirmou a interagdo entre MinC e FtsZ
Selvagem, FtsZ 111, FtsZ 255, FtsZ 376 e FtsZ AC.

A mudanga de alguns picos (residuos de aminoicidos) no espectro 15N—HSQC da

proteina MinC, quando titulada por FtsZ, confirmou uma interacdo, ainda que fraca, entre
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estas proteinas. A identifica¢do precisa dos picos/residuos de aminodcidos envolvidos nesta
interacdo foi impossibilitada, devido a aglomeracdo de picos centrais que prejudicaram a
interpretacdo do espectro. Estes agregados se formaram devido ao alto peso molecular do

complexo.

6. PERSPECTIVAS

O complexo Ragulator

A regido de interacdo entre p18 e MP1/p14 ainda ndo é conhecida detalhadamente.
A construcdo do clone de pl8 utilizado neste trabalho deu origem a proteina p18 inteira,
entretanto instdvel com tendéncia a formar agregados. A co-expressdo deste clone com
MP1/p14 ndo apresentou uma melhora significativa a este quadro. Entretanto em um artigo
publicado recentemente pelo pesquisador Dr. Miroslaw Cygler, foi possivel obter as trés
proteinas soliveis e complexadas através de uma construcdo em que as regides N e C
terminal de p18 foram deletadas, preservando apenas os residuos de aminodcido 47 a 138
[35]. Este clone fo1 solicitado e com ele pretendemos realizar experimentos com a inten¢ao
de mapear, através de cross-linking e Espectrometria de Massas, os residuos envolvidos na

interacdo entre as proteinas do complexo Ragulator.

A proteina FtsZ e sua moduladora MinC

Apés confirmar a interacdo entre as proteinas de Bacillus subitilis MinC e FtsZ,
pretendemos mapear os residuos de aminoacidos envolvidos na interacao, o que € crucial
para o entendimento do papel destas proteinas na divisao celular bacteriana. Para isso sera
realizada a marcacdo das proteinas FtsZ e MinC, separadamente, com deutério (*H) e esta
marcacdo nos possibilitard realizar experimentos HSQC-TROSY, que possivelmente
melhorara o perfil de sinais agregados no centro do espectro.

A proteina MinC serd dividida em duas metades (C e N terminal) e titulada com

FtsZ selvagem e mutantes. A diminuicdo do tamanho da MinC e possivelmente o fato de
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que apenas uma metade de MinC ndo polimerize, aumentam significativamente a resolu¢do
do espectro.

Adicionalmente serdo realizados estudos com os mutantes de FtsZ e alguns
mutantes de MinC que o grupo do prof. Dr. Frederico Gueiros Filho j estd desenvolvendo.
A reunido de todos estes dados pode nos fornecer informagdes preciosas sobre o papel de

MinC e FtsZ na divisao celular.
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Cellulases participate in a number of biological events, such as
plant cell wall remodelling. nematode parasitism and microbial
carbon uptake. Their ability to depolymerize crystalline cellulose
is of greal biolechnological interest for environmentally
compatible production of fuels from lignocellulosic biomass.
However, industrial use of cellulases is somewhat limited by both
their low catalytic efficiency and stability. In the present study, we
conducted a detailed functional and structural characterization of
the thermostable BsCel3A (Bacillus subtilis cellulase 5A), which
consists of a GHS5 (glycoside hydrolase 5) catalytic domain
fused 1o a CBM3 (family 3 carbohydrate-binding module). NMR
structural analysis revealed that the Bacillus CBM3 represents
a new subfamily, which lacks the classical calcium-binding

motif, and variations in NMR frequencies in the presence of
cellopentaose showed the imporiance of polar residues in the
carbohydrate interaction. Together with the catalytic domain,
the CBM3 forms a large planar surface for cellulose recognition,
which conducts the substrate in a proper conformation Lo
the active site and increases enzymalic efficiency. Notably, the
manganese ion was demonstrated to have a hyper-stabilizing
effect on BsCel5A, and by using deletion constructs and X-ray
crystallography we determined that this effect maps to a negatively
charged motif located at the opposite face of the catalytic site.

Key words: accessory domain, cellulase 5A, carbohydrate-bind-
ing module. kinetics, structure, thermal stability.

INTRODUCTION

The production of ethanol from lignocellulosic biomass is well-
placed among other possibilities to produce energy, owing
to its potential sustainability and agro-economic benefits [1].
Different chemical and enzymatic strategies have been proposed
for the saccharification of lignocellulosic biomass [2,3]. The
latter has been implemented at different organization levels, from
point mutations of cellulolylic enzymes to the engineering of
whole metabolic pathways in micro-organisms [4]. Furthermore,
these two approaches have been employed synergistically to
increase the vields of fermentable sugars from lignocellulosic
biomass. Although enzymatic hydrolysis has been successfully
implemented as a biomass-lo-bioenergy technology. it is widely
regarded as an expensive and wasteful link in the whole
chain of bioethanol production, mainly because of the large
amounts of enzymes required to compensale for their low
catalytic efficiency and stability [5.6]. Driven by this need, a
number of enzymes with biological and commercial value have
been systematically modified through structure-based rational
approaches, or by intelligent use of serendipity [7-9]. In spite
of these efforts, the molecular basis of protein stability and
its intricate correlation with calalysis is still elusive., putling
a premium on studies that address structure—{unction—stability

relationships and the discovery of new allernative pathways to
improve thermal stability of the enzymes.

Endo-f-1.4-glucanases (EC 3.2.1.4). also referred to as
endoglucanases, are the major enzymes responsible for the
breakdown of internal glycosidic bonds of cellulose chains.
Several endoglucanases from different Bacillus subtilis strains
(BsEgls) have been cloned and characterized. aiming at
their potential applications in the biofuels industry [10-17].
BsEgls encompass a catalytic domain belonging to family 5A,
containing a CBM3 (family 3 carbohydrate-binding module)
appended to their C-terminus. BsEgls show maximum activity
at approximately pH6 and 60°C [10.14] and are capable of
hydrolysing CMC (carboxymethylcellulose) and lichenan, but
not xylan, chitosan or laminarin [10,18]. Typically, BsEgls are
thermostable enzymes. retaining 90 % of activity after incubation
for2 hat65°C, 70% after 30 minat 75°C. and 12 % after 10 min
at 80°C [11,13,14].

It has been proposed that the non-catalytic domain of BsEgls is
important to bind insoluble substrates [ 13], increasing the catalytic
efficiency by a mechanism that involves the disruption of the
compact cellulose structure and delivering of the substrate to
the CC (catalytic core) in a favoured configuration for catalysis
[19-21]. As il is often the case with GHs (glycoside hydrolases),
deletion of the accessory domain decreases the thermal stability

Atorewiations used: BsCelsA, Bacilus subtilis cellulase 5A; CBM, carbohydrate-binding module; BeEgl, Bacilus subtilis endoglucanase; CC, catalytic
core; CMC, carboxymethyicellulose; CtCipACBM, Clostridium thermocelium CBM3; GH, glycoside hydrolase; HSQC, heteronuclear single-guantum
coherence; MOE, nuclear Overhauser effect; NOESY, nuclear Overhauser enhancement spectroscopy, PEG, paly(ethylene glycol); SAXS, small-angle
K-ray scattering; T, meling temperature; TmCel5A, Thermotoga mantima CelSA; WT, wild-type.

' These authors contributed equally to this work.

? To whom comespondence should be addressed (email maria murakami@inbio.org.br).

Structural factors and atomic co-ordinates of the Bacilus subtiis celiulase 5A catalytic core have been deposited in the Protein Data Bank under
sccession codes 3PZV (Form 1), 3PZU (Form |1} and 3PZT (Form |I°). NMR data of the Bacilus subtilis cellulase 54 CBM3 were deposited in the Biological
Magnetic Resonance Bank and Protein Data Bank under codes 17399 and 2LBA respectvely.
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of the catalytic domain [22-30]; however, in BsEgls it has a
contrary effect, by increasing enzyme stability [13]. Interestingly.
the thermal stability conferred by a CBM (o ils parental protein
is not transferred when it is recombinantly fused to a new CC.
suggesting a complex molecular modulation and co-evolution
of both modules [25.31-34]. In addition, experimental and in
silico studies regarding the influence of the linker region [35]
and domain—domain interactions [26,29] in the thermal slability
of GHs are inadeguate. Thus. in spite of extensive functional
and structural studies of CBMs, the consequences of the fusion
of & given CBM 1o a specific GH are as yel unpredictable
[22.24,36.37].

In the present study we have described in detail the role
exerted by the accessory domain in the operation and stability
of BsEgls. Furthermore, by studying the specific nature of BsEgl
thermal stability, we uncovered a novel stabilization mechanism
based on metal ion co-ordination. This in-depth understanding
of the modulation of the function and stability of BsEgls at a
molecular level is a required step towards its optimization and use
in biotechnological processes.

MATERIALS AND METHODS

Cloning, expression and purificalion

Three constructions of BsCel5A (B. subtilis cellulase 5A) were
amplified by PCR using B. subtilis 168 genomic DNA and specific
oligonucleotides [5-GCTAGCGCAGCAGGGACAAAAACG-3'
and 3'-GGATCCTTAGGTGCCGAGAATGTTTTCTC-3' for CC:
5-GCTAGCATTTCTGTACAGTACAGAGCA-3 and 5-GGA-
TCCCTAATTTGGTTCTGTTCCC-3" for CBM3; and 5-GCT-
AGCGCAGCAGGGACAAAAACG-3 and 5-GGATCCCTAA-
TTTGGTTCTGTTCCC-3 for the WT (wild-type) protein]. The
amplified sequences were cloned into pGEM-T Easy vector
(Promega) and further subcloned into the pET28a expression
vector using the restriction sites present in the oligonucleotides
(underlined sequences). The proteins were expressed in
BL2IDE3)sivD~ cells at 37°C for 4h after induction with
0.5 mM IPTG (isopropyl A-D-thiogalactopyranoside) in Luria—
Bertani broth. For NMR experiments, the BL21{DE3)sivDD~
cells transformed with pET28a-CBM3 plasmid were grown in
M9 minimal medium supplemented with 2 g/l [“C]elucose and
1 g/l [“NJammonium chloride [38] using the same conditions
described above. The harvested cells were resuspended in lysis
buffer (30 mM sodium phosphate, pH 7.2, 100 mM NaCl, | mM
PMSF and 5mM benzamidine) and disrupted by lysozyme
treatment (80 pg/ml, 30 min, on ice), followed by sonication
(10 pulses of 10 s onice using a Vibracell VCX 500, Sonics
& Materials). The solutions were centrifuged at 10000 g for
30 min and the supernatants were loaded on to nickel-charged
5ml HiTrap Chelating columns (GE Healthcare) using a flow
rate of 1 ml/min. The proteins were eluted using a non-linear
gradient of 0500 mM imidazole. For WT construction, an
anionic-exchange chromatography using a 5 ml HiTrap SP HP
column (GE Healthcare), a flow rate of 1 ml/min and a non-linear
gradient of 0-1 M NaCl was used to improve sample purity.
All constmictions were concentrated further vsing Ultrafree-
CL (Millipore) and submitted to size-exclusion chromatography
using a Superdex 75 16/60 column (GE Healthcare) and a flow rate
of 0.5 ml/fmin. All chromatographic steps were performed using
an AKTA FPLC system (GE Healthcare). Sample homogeneity
was confirmed by SDS/PAGE under denaturing conditions [39].
Protein concentration was estimated by absorbance at 280 nm
using molar extinction coefficients derived from the sequence of
the constructs.

1S The Authers Journsl compilation € 2012 Biochemical Society
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Enzymatic characterization and optimization of
endo-g8-1,4-glucanase aclivity

The standard enzymatic assays for evalvation of CC and
WT constructs were performed in triplicate using different
substrates at 0.25% and 100 ng of enzyme in 50 mM citrate-
phosphate buffer. pH 6.0. The mixture was incubated at 60°C
for 60 min to delermine activity in a set of 12 polysaccharides
including f-glucan, CMC. larch arabinogalactan., laminarin,
galactomannan, xyloglucan, debranched arabinan, 1.4-8-D-
mannan, rve arabinoxylan, xvlan from beechwood, pectin and
lichenan {purchased from Megazyme and Sigma-Aldrich). The
enzymatic activity was determined by the amount of reducing
sugar liberated from different polysaccharides using the DNS
{3.5-dinitrosalicylic acid) method [40]. One unit of endoglucanase
activity was defined as the quantity of enzyme o release | pmol
of reducing sugars per min under standard conditions. A response
surface methodology was performed Lo optimize the reaction
conditions for both CC and WT constrocts of BsCel5A in the
absence or presence of manganese ion {10 mM). The variables
analysed in the present study were the pH logether with the
temperature. A central composite design (K = 2) with four
central points and a tolal of 12 experiments was considered for
optimization of these variables. Delails concerning the statistical
approaches for these experiments have been described by Myers
and Montgomery [41]. The regression and graphical analysis of
the data were performed using the software Statistica™ version
8.0, considering a P value of 0.05 as significanl. The significance
of the regression coefficients was given by Studenl’s  lesl
The second-order mode! equation was determined by Fisher's
test and the multiple coefficient of determination (R*) gave the
variance explained by the model. All glucanase activity assays
were carried out in triplicate using 10 gl of enzyme (100 ng),
40 pl of 0.1 M citrate-phosphate buffer and 50 pl of g-glucan
(stock 0.5 % in water). The enzymatic reaction was performed at
different pH values in the citrate-phosphate buffer system and
various temperatures as indicated in Supplementary Table S|
{at hitp:/www.BiochemJ.org/bj/44 1/bj44 10095add.htm). Metal
ions, chelating agent (EDTA), surfactants (SDS and Triton X-
100) and organic solvents (methanol, ethanol and DMSO) were
added to the enzyme assay to lest their effects on aclivity.
Control experiments using a citrate-free buffer were carried out,
and the resulls were statistically identical with those obtained
in the citrate buffer, indicating no chelating effect of the
citrate over the manganese ion under the lested conditions.
The kinetic study was performed with fi-glucan as substrate at
60°C and pH 6.0 according to the method described above. The
kinetic parameters k., and K, were determined by a non-linear
regression (it of the saturation curves using the Michaelis—Menten
equation.

CD spectroscopy and thermal unfolding studies

Far-UV CD spectra ( 190-260 nm) were recorded on a Jasco J-810
spectropolarimeter (Jasco International Co.) coupled 1o a Peltier
temperature controller using a | mm quarz cuvette. Proteins were
used al a concentration of 10 M. Data collection parameters
were set o scan rate of 50 nm/min, response time of 4 s, sensitivity
of 100 mdeg. accumulation of 10, heating rate of 1°C/min and
delay time for spectrum collection of 60 s, Results were expressed
as mean residue ellipticity (deg-cm®-dmol ' - residue ~'). All
thermal unfolding experiments were monitored at 222 nm. excepl
for the CBM3 construct. which was monitored at 230 nm.
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SAXS (small-angle X-ray scattering)

SAXS data for CC. CBM3 and WT constructs were collected
using a 165 mm MarCCD detector at the DO2A/SAXS2 beamline
(Brazilian Synchrotron Light Laboratory, Campinas, Brazil). The
radiation wavelength was set to 1.48 A (1 A = 0.1 om) and
the sample-to-detector distance was sel lo 1559.1 mm lo give
a scattering vector range from 0.1 am~' 0 23 nm~' (g =
4*x*sinf/h. where 20 is the scattering angle). The samples
at 2, 4 or 8 mg/ml, in 150 mM NaCl and 20 mM Tris/HCIL,
pH 7.5, were centrifuged for 10 min at 20000 g (4°C) and then
filtered to remove any aggregates. Measurements were carried out
al room temperature (~23°C). Buffer scattering was recorded
and subtracted from the corresponding sample scattering. The
integration of SAXS patlerns was performed using Fit2D software
[42] and the curves were scaled by protein concentration.
Data analysis was performed vsing the GNOM program [43].
Low-resolution envelopes of each construction were calculated
from the experimental SAXS data using an ab initio procedure
implemented in the DAMMIN program [44]. Averaged models
were generated from 10 runs vsing the DAMAVER package
[45]. SAXS envelopes and NMR or XTAL structures were
superimposed vsing the SUPCOMB 2.0 program [46]. BUNCH
software [47]. which employs rigid body model and simulated
annealing routines, was used to find the best relative positions
of NMR and XTAL structures in relation to the SAXS envelope.
The CRYSOL program [48] was used to calculate the scatlering
curve from high-resolution structures, including the WT model
obtained from BUNCH.

NMR spectroscopy

NMR experiments were performed using a Varian Inova spectro-
meter at the National Biosciences Laboratory (LNBio/CNPEM),
operating al a 'H Larmor frequency of 599.887 MHz and
temperature of 20°C. For these experiments, the spectrometer
was equipped with a triple resonance cryogenic probe and a
Z pulse-field gradient unit. The “N-"C-labelled CBM sample
was dissolved in 20 mM phosphate buffer, pH 7.2. containing
50mM NaCl and 5% (v/v) *H,0. at a final concentration
of approximately 0.3 mM. Water suppression was achieved
by low-power continuous wave irradiation over the relaxation
defay or using the WATERGATE method [49]. All data were
processed using NMRPipe and NMRVIEW software [50.51].
Prior to Fourier transformation, the lime domain data were
zero-filled in all dimensions. When necessary. a fifth-order
polynomial baseline correction was applied after transformation
and phasing. To obtain distance constraints, cross-peak volumes
were estimated from NOESY (nuclear Overhauser enhancement
spectroscopy ). Protein backbone resonance peaks were assigned
using "H-"N-HSQC (heteronuclear single-quanium coherence)
and standard triple resonance experiments, including HNCACBE,
CBCACONH, HNCO and HNCACO [52] of the “N-"C-labelled
CBM3 sample. All spectra for resonance assignmenl were
recorded by setting up a resolution of 2048 12896 points and
spectral window of 8.00 kHz, 12.07 kHz and 1.95 kHz for 'H, *C
and "N respectively. In order to assign the side chain resonances,
the “N-"C-labelled CBM sample was freeze-dried and dissolved
in 100% *H.0. followed by acquisition of HCCH-TOCSY,
hCCH-TOCSY spectra. NOE (nuclear Overhauser effect)-derived
distance restraints were obtained from the “N-HSQC-NOESY
and “C-HSQC-NOESY (scparalely optimized for aliphatics
and aromatics). both collected with 80 ms mixing time. The
CBM3 structure was calculated in a semi-automated iterative
manner with the CYANA program (version 2.1) [53], using 100
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starting conformers. The CYANA 2.1 protocol was applied to
calibrate and assign NOE cross-peaks. After the first few rounds
of automatic calculations, the NOESY spectra were analysed
again o identify additional cross-peaks consistent with the
structural model and to correct misidentified NOEs. The structures
obtained were further refined by restrained minimization and
molecular dynamic studies using the CNS software [54]. The
20 structures with the lowest targel function were selected lo
represent the emsemble of protein structures. The quality of
the structures was analysed with PROCHECK-NMER. [55]. The
summary of NMR data is presented in Supplementary Table 52
(at http:/fwww.Biocheml.org/bj/44 1/bj4410095add.htm).

Proton/deuterium exchange

Proton/deuterium exchange measurements were carried out with
the “N-"C-labelled CBM3 sample dissolved in 100% *H,0. In
order to monitor the intensity loss of labile prolons, a series of "H-
5N-HSQUC spectra were collected first at 15 min (lime required
to dissolve the protein and perform the first experiment) and
subsequently at 40 min time intervals over two days. Additionally,
a last spectrum was collected 10 days afier the protein dissolution.

X-ray crysiallography

The highly purified CC sample was concentrated to 75 mg/ml
and its buffer was exchanged to water by uvltrafiltration using
Vivaspin6 centrifugal filters (GE Healthcare). Crystallization
experiments were performed by the vapour diffusion method
using a HoneyBee 963 robot (Genomic Solutions). Silting drops
were prepared by mixing 0.5 pl of the protein solution with an
equal volume of mother liquor and eguilibrated against 80 ul
of the reservoir solution at 18°C. Formulations based on the
following commercial crystallization kils were tested: SaltRX.
Crystal Screen, Crystal Screen 2 (Hampton Research), Precipitant
Synergy. Wizard I and II (Emerald BioSystems), PACT and
JICSG+ (Qiagen/Nextal). with a total of 544 solutions. Large
crystals grew within 45 days in the following conditions: 100 mM
Bis-Tris-propane pH 6.5, 20 % (w/v) PEG [poly{ethylene glycol)]
3350 and 200 mM sodium nitrate {form I); 100 mM SPG (succinic
acid, sodivm dihydrogen phosphate monohydrate. glycine) pH 6.0
and 25 9% (w/v) PEG 1500 (form II). Crystals were transferred
o new drops containing the mother liguor and 20% (viv)
glycerol for cryoprotection and then fash-cooled in a 100 K
nitrogen gas stream. In order to obtain an ion—protein complex.,
crystals belonging to form II were soaked for 3min in a
cryoprotectant solution containing 50 mM of manganese chloride.
X-ray diffraction data were collected on the WO B-MX2 beamline
at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (Campinas, Brazil).
The wavelength used was 1.4586 A and the intensities were
recorded in a Mar Mosaic 225 mm CCD (charged-coupled-
device) detector. Data were indexed, integrated and scaled using
the HKL2000 package [56]. The structure of the crystal [orm
I1* was solved by the molecular replacement method using the
MOLREP program [57] and the atomic co-ordinates of Cel3A
from Bacillus agaradhaerens (PDB code TA3H). which shares
70 % identity with the catalytic domain of BsCel3A as the search
model. Initial cycles of refinement inveolved a restrained and
overall B-factor refinement in the REFMACS program [58] using
automatic weighting between X-ray and geometry terms. After
cach cycle of refinement. the model was inspected and manually
adjusted into the (2F, — F,) and (F, — F_) electron density maps
using the COOT program [59]. Solvent molecules were manually
added at positive peaks above 3.0 o in the difference Fourier
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Table1 Kinetic parameters of BsCel5A and its catalytic core using 8-glucan
as substrate

CC W
Parameler 0 m Mn# + 10 miM M+ 0miM M + 10 mM Mn? ¢
Vom 1437 +66 23+58 4B2+31 B/THIB
Kn 14402 16+03 032402 05402
Koz 7ar 505 404 N2
kK n 56.2 A 127.8 nea

maps, laking into consideration hydrogen bonding potential. This
structure was extensively refined and then used as the search
maodel for solving other crystalline forms.

Accession numbers

Structure factors and atomic co-ordinates of the BsCel5A CC were
deposited in the PDB under accession codes 3PZV (Form 1), 3PZU
(Form II) and 3PZT (Form II* ). NMR data of the BsCel5A CBM3
were deposited in the Biclogical Magnetic Resonance Bank and
PDB under codes 17399 and 2LEA respectively.

RESULTS AND DISCUSSION
Accessory domain enhances catalytic efficiency

The WT protein and its truncated domains were expressed in
Escherichia coli cells and purified by nickel-affinity and size-
exclusion chromatographies (see Supplementary Fipure S1 at
httpe/fwww.Biocheml.org/hj/44 1 /bj4410095add.hitm). Biochem-
ical characterization showed that the CBM3 deletion does
not alter the substrate specificity (see Supplementary Figure
52 at http:/’www.Biocheml.org/bj/d4 1/bj4410095add.htm) and
optimal conditions for catalysis (see Supplementary Figure 53
at http/www.Biochemlorg/bj/441/bj4410095add . htm). Despite
the fact that the physiological substrate of BsCel5A is cellulose,
we have used soluble substrates in kinetic studies owing to the very
slow rate of hydrolysis of insoluble substrates, such as Avicel®
{results not shown). In addition, it has been shown that BsCel5A
is only able to bind Avicel® when CBM3 is appended to its
C-terminus [13].

The kinetics study showed that CBM3 increased BsCel5A
affinity to the substrate owing to a reduced K. but the enzyme
tumover (V..) is reduced (Table 1). However, the reduction
in K, largely compensates for the lower V., and, as a result,
CBM3 enhances calalytic efficiency (k../K.) (Table 1). We
determined that BsCel5A displays an extended substrate binding
surface owing to the strategically three-dimensional arrangement
of CBM3 in relation to CC (see details below), which favours
additional protein—carbohydrate interactions. These additional
interactions are reflected in a higher substrate affinity and may
also explain the lower turnover of the WT enzyme (V.. ).

Deletion of the accessory domain reduces enzyme stahility

The thermal stability of the BsCel5A constructions was assessed
by unfolding studies using CD spectroscopy (Figure 1). As
expected, CD spectra of CC and CBM3 displayed characteristic
profiles of a/f and all-£ proteins respectively (Figure 1A). Tt
is worth noting that BsCel5A and its truncated forms showed a
single structural transition in the thermal unfolding experiments
(Figure 1B). despite the fact that BsCel3A is a two-domain protein
and therefore two transitions corresponding to each domain were
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expected. Perhaps the 23-residue-long linker and inter-domain
contacts drive the thermal denaturation to a single-transition
process. Interestingly, unfolding studies revealed that deletion of
the accessory domain increases the thermal stability from 64 to
T8°C (T, melting temperature). The reduced thermal stability of
the WT protein is probably influenced by the significantly lower
stability of CBM3 (T =59°C) in relation to the parental catalytic
domain (T, = 78°C). As shown by NMR structural studies, the
lower stability of BsCel5SACBM is explained by the absence of
a structural calcium ion. Moreover, deletion of CBM3 promotes
exposure of polar residues at the CC surface, which becomes
favourably hydrated, thus increasing stability [60].

Both biochemical and biophysical studies clearly indicate
the importance of CBM3 in the regulation of overall BsCel5A
function, in spite of its apparent negative effect on stability.

Bacillus CBM3 is a member of a novel caleium-independent
subfamily

To gain insights into the structural determinants of the stability
of Bacillus CBM3, we performed a NMR study. The 'H-"N-
HSQC spectrum of CBM3 showed high-guality signal dispersion
(see Supplementary Figure 5S4 at hupi/fwww.Biocheml.org/
bi/d4 1/bjd44 10095add .htm), indicating a well-folded protein. The
most common classification, based on sequence similarities.
defines BsCel5A CBM3 as a member of the CBM3 family
(httpz/fwww.cary.org/Carbohydrate-Binding-Modules.html). So
far, five members of CBM3 have been solved, sharing from
13 o 36% of identity with the BsCel5SA CBM3. BsCelS5A
CBM3 folds into a f-sandwich, a common scaffold for CBMs.
encompassing a core formed by two f-sheets of four and
five f-strands. and one short c-helix at the C-terminal region
(Figure 2A). Structural comparisons showed that the S-sandwich
core is conserved among CBMs, but the surface loops are
different in both composition and conformation (Figure 2B).
Canonically, the CBM3 members with solved structures have a
highly conserved calcium-binding site, which is not present in
the BsCel5A CBM3 structure (Figures 2B and 2C). A search for
sequences sharing similarity with BsCel5A CBM3 in GenBank®
resulted in a set of CBMs that do not have the structural
requirements for calcium binding (see Supplementary Figure S5
at http://www.Biocheml.org/bj/44 1/bj4410095add.him). Interest-
ingly, all of these CBMs are from Bacillus spp.. suggesting that
the ancestor of this bacterium genus has lost the CBM3 calcium-
binding site during evolution.

Therefore. we propose a new classification of CBM3 into two
groups: the calcium-binding proteins. which include the already
defined subfamilies CBM3a, CBM3b, CBEM3b" and CBM3¢; and
the calcium-independent proteins. termed in the present study
as the CBM3d subfamily. with BsCel5A CBM3 being its first
structurally characterized member. The classification of CBM3s
in a. b and ¢ refers to the type of substrate that is preferentially
recognized by the CBM [61]. The a and b groups bind crystalline
cellulose: a is specific for cellulosomal-scaffolding proteins and b
is found in soluble cellulases. Previously, it was shown that certain
CBM3b members bind neither crystalline nor soluble cellulose
and hence, they were collectively designated as CBM3b” [62]. The
¢ group binds single-chain cellulose and is found in cellulosomal
cellulases. The new CBM3d subfamily is closely related to the
CBM3a subfamily, owing to its substrate preference; however. it
lacks the calcium-binding site. which seems to play a structural
role. Indeed. our biophysical studies showed that the Bacillus
CBM3 is less stable than its parental protein, which can be
altributed to the lack of structural calcium.
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Figure 1 Biophysical characterization of BsCel5A constructions
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(A) Far-UV CD specira of CC (@), CBM {A) and WT (M). (B) Tharmal denafuration in the absence {dashed lines) or presanoz of manganese (solid lines) of CC (a), CBM {b) and WT (c).

Figure 2 NMR solution structure of BsCel5A CBM3

(A) View of the ensemble of 20 lowest energy structures, with g-strands in cyan, o-helices
in magenta and loops in grey. (B) Structural superposition of BsCel5A CBM3 structure on
CICipACBM (PDB code 1NBC) with structural differences coloured in blue and red respeciively.
The C2°+ ion from the CiCipACEM structure is shown as a green sphere. (C) Calcium-binding
site of CICipACBM (wheat) and the corresponding region in the BsCel5A CBM3 structure (light
blue). (D) BsCel5A CBMS3 residues involved in carbohydrate recognition: residues conserved in
CICipACBM and identified by NMR CSP (chemical shift perfurbation) analysis (carbon aioms
in green); residues conserved but not identified by NMR CSP (carbon atoms in yellow); and
residues not conserved bui identified by NMR CSP (carbon atoms in cyan).

It is worth mentioning that there is another classification
of CBMs taking into account both structural and functional
similarities, which assorts these modules in types A. B and C
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[19]. The type A binds crystalline cellulose and chitin through
a flat surface, type B binds a single-chain polysaccharide via
an extended groove or cleft, and type C binds mono-, di- or
tri-saccharides. In this classification. the BsCelSA CBM3 is
considered a type A member. owing to its ability to bind crystalline
cellulose [13] and higher structural similarity with type A (PDB
code INBC) than other type B (PDB code 1J84) or type C
(PDB code 1182) CBMs.

Polar residues play a pivotal role in oligosaccharide recognition
by CBM3d

The molecular surface of CBMs has been associated with the
type of substrate that they can bind. e.g. CBM3a presents a
very flat surface compatible with its target, crystalline cellulose.
Despite the fact that BsCel5A binds crystalline cellulose and
the binding occurs only when the CBM3 is present [13]. the
Bacillus CBM3 surface is not as flat as those of CBM3a
members (Figure 3). This unexpected surface topology of
BsCel5A CBM3 can be attributed to the absence of the CBM3a
p4" strand (Figure 3) and to the inherent flexibility of its
surface loops, as assessed by hydrogen—deuterium exchange (see
Supplementary Figure S6 at http://www.Biocheml.org/bj/441/
bj4410095add.htm) and NMR relaxation experiments (results not
shown). On the basis of these dynamics studies, we suggest
that the BsCel5A CBM3 can undergo conformational changes.
adapting its topology for cellulose recognition and binding.
Moreover, the exact protein—arbohydrate interactions are not
known, since sugar—complex structures of a CBM3a or even
a type A CBM are not available. Thus, in order to map the
residues involved in the recognition of cellulose, we analysed
variations in NMR frequencies of BsCel5A CBM3 in the presence
of cellopentaose. The major perturbations in chemical shifts
occurred in Asn*® and Arg*”, and minor changes were observed
in GIn*®, GIn** and Asp*’ (Figure 2D and Supplementary Figure
S7 at http://www.Biocheml].org/bj/441/bj4410095add.htm). The
residues Arg®, GIn*®, GIn**® and Asp*” are conserved in
CtCipACBM (Clostridium thermocellum CBM3, PDB code
INBC), a well-characterized type A CBM [63]. Tyr*® is also
conserved, but it is not affected by the presence of cellopentaose,
perhaps owing to the short length of this oligosaccharide.

The molecular recognition and affinity towards carbohydrates
is typically achieved by van der Waals interactions arising from
stacking of aromatic residues with the furanose/pyranose rings
and by hydrogen bonds between polar groups of saccharides and
amino acid side chains. The mapped interactions of the BsCel5A
CBMS3 with cellopentaose revealed that the carbohydrate-binding
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Figure 3  Structural comparison of BsCel5A CBM3 (CBM3d) with CBM3a, b” and ¢

The CBM3s from CipA (CBM3a, PDB code 1NBC), E4 (CBM3e, PDB code 4TF4) and CelSV (CBM3b', PDB code 2WOB) were superposed on the CBM3d structure and are shown as caroon
representations (Jeft-hand panel). The main differences at the carbohydrate-binding face were coloured in green (CBM3d), orange (CBM3a), cyan (CBM3¢) and pink (CEM3b’). The molecular
surfaces of CBM3a, b’, ¢ and d are shown as side (middle panels) and frontal (right-hand panels) views following the colours above.

face is rich in charged and polar residues, such as glutamine,
arginine, aspartate, lysine and asparagine. The only aromatic
residue on this face is Tyr*®, whereas a set of aromatic residues
is buried in the f-sandwich core making hydrophobic contacts.
These findings indicate that the interactions of BsCel5SA CBM3
with cellulose are mainly by polar side chains. Moreover,
we suggest that these polar residues may not only work on
the carbohydrate affinity/recognition. but could specifically
replace inter-chain hydrogen bonds, acting to disrupt the tight
cellulose structure [63]. Therefore it may result in the local
separation of cellulose single chains to be delivered to the CC,
thus contributing to a higher catalytic efficiency.

Three-dimensional domain architecture of BsCel5A reveals a flat
cellulose-binding platform

BsCel5A and its separated domains were analysed by SAXS,
showing that all forms are monomeric in solution with R,
values of 1.75, 1.63 and 3.04 nm. and D, values of 4.65. 4.8,
and 9.5 nm. for the CC, CBM3 and WT protein respectively
(Table 2 and Supplementary Figure S8 at http://www.Biocheml].
org/bj/441/bj4410095add.htm). Both CC and CBM3 were nicely
fitted into the corresponding envelopes (Figure 4A). The good

© The Authors Journal compilation © 2012 Biocherical Society
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quality of SAXS data allowed us to observe the active-site cavity
in the CC. The averaged low-resolution model of the WT protein
calculated from 20 independent ab initio models gives a good
notion of the three-dimensional arrangement of the accessory
domain with respect to its parental catalytic domain (Figure 4B).
The molecular envelope reveals a large continuous planar surface,
which has been considered essential for crystalline cellulose
binding. The atomic co-ordinates of both domains were fitted
into the SAXS model of the WT protein, which showed that
this planar surface is formed by the active-site interface of the
CC in line with the cellulose recognition face of CBM3. This
model is in full agreement with the substrate-recognition face
mapped by NMR and with the crystallographic structures of
the multidomain endoglucanase from Clostridium cellulolyticum
(Cel9G) and cellulase E4 from Thermobifida fusca (Figure 4C).

Manganese metal ion hyper-stabilizes the CC of BsCel5A

Divalent ions are well-known cofactors of enzymes, either
activating their catalytic machinery or having a structural role.
In the present study we tested the effect of different divalent ions,
including Mn**, Mg**, Ca?*, Zn**, Ni** and Co**. None of
them affected the stability, except the Mn** ion, which drastically
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Table 2 Summary of SAXS calculations

cC CBM W1
Exper* Envelt XTALE Exper* Envelt NMRt Exper* Envelt Assemt
R (nm) 1.7 1713 1.86 163 163 165 304 296 287
Diey (nm) 465 480 950
x§ 213 289 189 275 237 201
“Calculated from experimental data.

fCalculated from the SAXS-derived envelope.
tCalculated from XTAL, NMR or assembly.
§Comparison between experimental and theoretical curves.

Figure 4 SAXS analysis of BsCel5A constructions

B Carbohydrate recognition face

-

(A) SAXS envelopes from CC (left-hand panel) and CBM3d (right-hand panel) are shown as fransparent surfaces and the fitied XTAL or NMR struciures are shown as carfoon representations.
(B) Different views of the CC and CBM3d arrangement info the SAXS envelope from the WT profein. (C) Overlay of the E4 structure from T. fusca (light blue) on the BsCel5A model (grey). The
oligosaccharide bound in the E4 catalytic domain is shown in green and the BsCel5A CBM3 residues identified by NMR CSP are shown in yellow.

improved the thermal stability of BsCel5A., by elevation of the T,
by 23°C, from 64 to 87°C (Figure 1B). This result indicates that
Cel5As (family 5A cellulases) display a very specific motif for
recognition of manganese ions. Thus, in order to map the domains
involved in the manganese ion interactions, truncated forms of the
protein were analysed. As shown in Figure 1(B), the CC had its
thermal stability improved by the Mn?* ion, whereas that of CBM
remained unaltered, mapping the specific interactions of the Mn**
ion with the CC.

Structural basis for BsCel5A stabilization by manganese ion

In order to identify the manganese-binding site and to delineate the
structural basis for the enhanced thermal stability of BsCelSA by
this ion, we undertook an X-ray crystallographic study. BsCel5A
CC crystallized in two different crystalline forms (form I and
form II), which diffracted up to 2.90 A and 2.10 A respectively.
However. only the crystal form II was successfully soaked
with manganese ions (Table 3). Crystals belonging to form 1
display a very particular crystallographic symmetry in which
the manganese-binding site is concealed by an aspartate residue
of the neighbouring molecule (Figure 5D), which prevented ion
incorporation by soaking methods.
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The BsCel5A CC structure encompasses a classical (f/c)s-
barrel fold (Figure 5A), with the active site located at the
crevice formed by the C-terminal ends of 8-strands. The catalytic
machinery involves two acid residues, Glu™ and Glu'®, the
aromatic gate keepers Trp*” and Trp®', and the polarizers His*,
Arg” and Thr**® (Figure 5B). From homology with other GH5
cellulases, Glu'® is expected to be the proton donor, which
protonates the glycosidic bond and catalyses the bond fission.
and the Glu™ is the nucleophile, which facilitates the reaction
by stabilizing the resulting carbonium ion intermediate. Several
studies demonstrated the key role of a histidine residue in
the protonation of the acid/base glutamate residue, which is
controlled by a catalytic triad, similar to the serine proteases
[64]. In this scheme., a third element. which could be a
serine/threonine residue, an aspartate residue or a water molecule,
would protonate the histidine, permitting a classification of the
glycosyl hydrolases according to this histidine proton donor [64].
BsCel5A contains a threonine residue in the equivalent position.
which allows classification as type A catalytic triad. Cel5As
from Thermotoga maritima and C. thermocellum have a water
molecule in the corresponding position and are classified as type C
enzymes (see Supplementary Figure S9 at http://www.Biocheml.
org/bj/441/bj4410095add.htm). Water-dependent catalytic mach-
ineries are labile at alkaline conditions, since the water molecule
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Table 3 Data collection and refinement statistics
Values in parenthesas are for he highest-resolution shell. AMSD, rool mean square deviation.

Parameter Form | Farm Il native Form I1* 10 mM Mn? +
Ol codlachion
Space group C2 P22 P22,
Unit cell paramatars (A, *) a=15536 =008 c= 11427, 8 = 10429 a="5024, b=110.76,c=121.38 a=4953b=11062c=12226
Resolution 50.00-2.80 (3.00-2.90) 50.00-2.10 (2.48-2.10) 50.00-1.97 (2.04-197)
umber of unique rilections 30407 (2607) 39064 (F393) AT 366 (4163)
Multiplicity 35027 6.946.2) 48{43)
Completenass (%) ari(ern 972 (B5.9) a7 6 (87.8)
Amae (%) B3 (435) 16319 BA[373)
e (1) N30 135(5.0) 14.7{38)
Refinement
Pore/ Peee (%) 23.0/295 1717221 164720 6
Mverage B-factor 55 27 21
RMSD for band lengths (A) Do0e 0023 0.025
FMSD for band angles  *} 1261 1803 1938
Protein chains 4 b 2
Waler molacules kil 330 452
Ramachandran plt
Favoured region {%) 9063 96,44 T
Adddionally aliowed region (%} BN2 339 28
Outller region (%) 135 07 0.00
POE code kil izl 3PIT

Figure 5 Crystal structure of the BsCel5A CC

(A) Carioon representation of the protein structure, with the manganese ion shown as a green
sphere. (B} Zoom of the active site showing 1he glulamale residues (carbon aloms in yellow),
other catalytically relevant residues (carbon atoms in green) and fwo waler molecules (red
spheres). {C) Elecrostatic surface coloured by charge, from red { — ) 1o blue {4+ ), indicating
the presence of e manganese ion in an acidic groove. (D) interactions of protein residuss
{orey} and waler malecules {red spheres) wilh e manganese jon (green sphere). The 23 A
resolution siructure {pink) has an aspartate residue of a neighbouring mokcule (blws) oocheding
Ihe manganese-binding sife.

deprotonates at high pH. dismupting the hydrogen network
required for catalysis, On the other hand, enzymes with the type A
catalytic triad would remain active even in basic conditions, which
is advanlageous for biotechnological purposes.

In the manganese complex structure, the ion is located at
the opposite face of the active site. near o the lid-like f§i-
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hairpin (Figure 5C), and is hexa-co-ordinated by the two
negatively charged residues Asp'™ and Asp'”, the polar Asn'*,
the carbonyl oxygen from Glv"™ and two water molecules
(Figure 5D). The strategic location of the manganese-binding site
permits simultancous water-mediated interactions between the N-
terminus and distant regions of the protein, increasing the overall
structural rigidity and consequently a notable gain in the protein
stability. Comparison between forms II (without manganese ion)
and II* (with manganese ion) showed that the ion only substituted
a water molecule in the highly negatively charged aperture without
affecting either the cleft architecture or the conformational states
of catalytically relevant residues. This result also suggests that
the region comprising the lid-like S-hairpin, which is subsequent
to the N-terminal end, can be a strategic motif that could be
engineered with the aim of improving protein stability. Indeed, in
the analogous hyperthermostable TmCel5A (T. maritima Cel3A)
[65]. the S-hairpin is replaced by an @-helical element. which
enables additional polar contacts, supporiing the fact that the
stabilization of this region may implicate a higher overall stability.

The effect of the manganese ion on kinetics and specificity of
BsCelsA

Our biochemical data showed that the presence of Mn** ions
prolonged the lifetime of the enzyme at high temperatures
(90°C) (see Supplementary Figure S10 at http:/fwww. Biocheml.
org/bj/44 1/bjd4 10095add . htm)  without interfering with the
optimal conditions (pH and temperature) for activity (see Sup-
plementary Figure 53). Although it was expected that the gain in
thermal stability by Mn** ions could produce higher relative activ-
ities at high temperatures, both univariate (Supplementary Figure
S11 at http://www.Biocheml.org/bj/44 1 /bjd410095add.htm) and
response  surface (Supplementary Figure S53) experiments
indicated no alteration in the temperature-dependent activity
profile. This native-like behaviour of BsCel5A could be related to
the unaltered configuration of the active site, since the ion binds
1o a remote site, ~30 A away from the active-site cleft. In terms
of protein dynamics, we suggest that, although the ion stabilizes
the structural framework of the enzyme. the catalytic machinery
remains susceptible to temperature-induced changes.,
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As expecied, the presence of Mn®* ions did not modify
substrate preference. but il slightly reduced the total activity
by approximately 30 % (Supplementary Figure 52). This partial
inhibition was initially attributed to a possible secondary
binding site involving the catalytic glutamate residues, since the
manganese-binding site is sterically and electrostatically similar
to the active-site pocket, and in the crystal structure of TmCel5A.
a divalent (cadmium) ion was found interacting with the catalytic
glutamate residues [66]. However. kinetic experiments showed
that the Mn** ion did not interfere with the substrate binding (K )
{Table 2). thus discarding the possibility of an inhibitory effect
by a competitive mechanism. In fact, only V,,,, was decreased by
the presence of Mn®* ions, which reflected as a lower enzymatic
efficiency (Table 2). Itcould be a consequence of the higher overall
molecular rigidity, which prevents the conformational changes
required for optimal catalysis. This hypothesis is supported by
previous studies thal described the pivotal role of ligand-induced
conformational alterations in the catalytic activity of family 5A
cellulases [66].

As a complement to the thorough characterization of the
binding and effects of the Mno** ions. other ligands were
tested, including several jons (Fe'*, Cu**, Mn**, Zn*f,
Ni*, Co?*, Mg** and Ca’"), a chelating agent (EDTA).
surfactants (SDS and Trton X-100) and organic solvents
{methanol. ethanol and DMSO) (see Supplementary Figure S12
at hitp:/fwww.Biochem].org/bj/44 1/bj4410095add htm). Briefly.
none of the additives increased the enzymalic activity; Fe'* and
Cu** almost abolished the activity; methanol and ethanol did not
reduced the enzymalic activity al concentrations up to 10 %: and
SDS caused a decrease of 30 % in enzymatic activity.

Biotechnological implications

Modern biotechnology lies at the interface between basic and
applied science, and continuously demands novel enzymes with
improved catlalytic efficiency and stability under extreme and non-
natural conditions. Cellulases have many industrial applications,
including food processing. finishing of textiles and generation
of cellulosic bicethanol, one of the sustainable energy sources.
These industrial processes require cellulolytic activity under a
broad range of pH. temperature and ionic strengths. In this
context, the understanding of enzymes at a molecular level and the
mechanisms to improve their stability and to modify their catalytic
efficiency and specificity is essential for rational protein design
aiming to ameliorate their use in biotechnological processes.

In the present study, we investigated the role of the accessory
domain in the stability and function of family 5 cellulases,
and a novel mechanism for thermal stabilization was proposed.
Our results showed that Bacillus CBM3 represents a novel
subfamily, which lacks the calcium-binding site and its binding to
carbohydrate is mediated by polar contacts. Moreover, Bacillus
CBM3 decreases the overall enzyme stability. which can be
attributed to the lack of the structural calcium ion. but on the
other hand it improves the catalytic efficiency. The discovery
of a specific manganese-binding site thal is conserved among
5A cellulases suggests a novel approach for thermal stability
enhancement without enzyme engineering,
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Figure 81 SDS/PAGE analysis of the purified BsCel5A constructions
{A}WT, (B) CC and (C) CBM3
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Figure 52 Relative activity of BsCel5A (WT) and the CC on different
substrates

Substrates usad were -glucan (BE), carbaxymethylcekulese (CMC) and lichenan (LG).

! These authors contnibuted equally to this work.
? To whom correspondence should be addressed (email mario.murakami@nbio.org.br).
Structural factors and afomic co-ordinates of the Bacillus subtiis cellulase 54 catalytic core have been deposited in the Protein Data Bank under
accession codes 3PZV (Form 1), 3PZU (Form 11} and 3PZT (Form [1*). NMR data of the Bacillus sebtilis cellulase 5A CBM3 were deposited in the Biological
Magnetic Resonance Bank and Protein Data Bank under codes 17398 and 2L8A respectively.
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Figure S3  Response surface analysis
Effect of pH and temperature on the glucanase activity of BsCel5A (A, without Mn?+ and B, with 10 mM Mn?+ ) and on the catalytic core (C, without Mn?+ and D, with 10 mM Mn?+ ).
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Figure S4 Assigned *N-'H-HSQC spectrum of the CBM3 domain

© The Authors Journal compilation © 2012 Biochemical Society

96



Structure, function and stability of cellulase 5A enzymes

392 206 453 473
ssu  RywyJJAJNKGQN-FDC. . . QLRLHNDDWSN-Y
st RYWY KGQN-FDC. .. QLRLHNDDWSN-Y]
51:  rywy§TRRKGON-FDC... QIRLHNDGWSN-
Bpu RYWY KGQN=-VDC. .. QLRLHNDDWSN~-Y
Bam  RYWYJARNKGON-FDC... QLRLHNDDWSN-Y
4TF4 RYWFRLRE-——-—~ GV... QFRIAGGPG---
1587 KY IVAA--GI... QFRIAAPQGTTY
2WOB R NEQNNFVC. . . PFRIEG--ARE-1
1643 RYY DKPLTFWC. , . QTREARNDWSN-
1vse  RYYYEVBGOKDOTFWC. .. QGRFAKNDWSN-Y
0 55 110 130

Figure S5 Multiple sequence alignment of the region corresponding to the
classical calcium-binding site in CBMs belonging to family 3

CBM3a (PDB codes NBC and 1G43), CBM3b' (PDB code 2W0B), CBM3c (PDB codes
1GB7 and 4TF4) and CBM3d sequences: Bsu, B. subtilis (GB: NP_389695.2); Bst, Bacillus
stearothermophilus (GB: AD021451.1); BIi, Bacillus licheniformis (GB: AAP51020.1); Bpu,
Bacillus pumilus (GB: ACY72384.1); and Bam, Bacillus amyloligueiaciens (GB: ABS70711.1).
The residues that interact with the calcium ion by side-chain or main-chain atoms are highlighted
in green or cyan respectively. The residue conserved in all CBM3 subclasses is in yellow and
those conserved only in CBM3d members are in red. The numbers at the fop correspond to the
BsCel5A numbering and the numbers al the bottom correspond fo the 1NBC numbering.

No exchange 15 minutes 6 hours 10 days

" 0%

Figure S6 "N-'H-HSQC spectra (bottom panels) of hydrogen—deuterium exchange experiments at different time intervals and schematic representation of
the structure (top panels) indicating more (green) or less (red) solvent-exposed residues
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Figure §7 'N-'H-HSQC spectra of CBM3 as isolaied (black) and in the
presence of cellopentaose (overlayed in red)

The residues periurbed by the ligand are labelled. The inset shows a magnification of 2
represaniative spectral region with chemical shift changes.
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Figure S8  SAXS scattering curves (top panels) and normalized distance distribution p{r) functions (bottom panels)
(R) Catalylic core, (B) C3M3 and (€) full-lengih peolein
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Figure $0 Schematic representation of the three possible catalytic triads tncstation fins k)

in cellulases belonging to family 5A

o ) Figure $10 Thermotolerance of BsCelSA at 90°C in the absence (M) or in
Carbon atoms are cojoured in white, blue and brown for type A, B and C respeclively. the presence (1) of manganese ion

{© The Authors Journal compilation & 2017 Biochemical Society

98



Structure, function and stability of cellulase 54 enzymes

Restative activily (%)
&
.

] an 50 ] 70

Temperaturg (°C)

Figure 841 Temperature-dependent activity profile of BsCel5A in the

presence (black) and in the absence (red) of manganese ion
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Figure 812 Eifect of different additives on the endo-1.4-g-glucanase

activity of BsCel5A

Table 52 Summary of the NMR data for Bacillus CBM3
RMSD, root mean square deviation.

Facior Result
NDES
Tokal 1373
Saquentig| 72
Medium-range distance 105
Long-ranga distance 546
Ramachandrzn plol
Favoured region (%) g7 4
Genarously aliowed ragion (%) 26
Disaliowed region (%) 0.0
Mo (A)
Backbone aloms {full-engih®) 0o
Backbone aloms {strucuedt) 0.66
Mon-hydrogen aloms (full-iength) 1.66
Mon-hydrogen aloms {struclured) 153

“Full-lengih CBM3d comprises fe aming acid segment from 351 o 402

+8iruciured regions are the segments 354350, 373-378; 3BA-305, 402408, 417422

431-438, 452457, AGT-473, 4BA-4BB and 431-496.

Table 51 Central composite design matrix (22) and glueanase activity after 10 min of incubation

Coded lavals 0 = pH: X% =T)

Actuzl levels (X, — pH: X, = T)

Run number ¥ % % ¥ Glucanase actvity (IUfmg protein)
1 =4 = 46 742 1398
2 1 -, | T4 742 1708
3 —1 1 46 48 1752
4 1 1 74 948 02
5 — 1414 0 40 B45 686
] 1414 ] B0 845 154 6
7 0 — 1414 6.0 0.0 1587
B 1] 1414 B0 990 2388
a ] 0 6.0 845 7346
10 0 0 6.0 845 M3
" ] 0 6.0 85 HLTE:
12 ] ] 6.0 B45 AT
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