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RESUMO

Os genes LGII e EFHCI nao codificam canais i0nicos; entretanto, afetam indiretamente a
corrente nesses canais em sindromes epilépticas determinadas geneticamente. O gene LGII (do
inglés Leucine-rich, glioma inactivated gene 1) estéa relacionado a epilepsia parcial autossomica
dominante com sintomas auditivos. Recentemente, observou-se a interacdo de LGI1 com
ADAM22 em um complexo que possivelmente regula a transmissao sinaptica. A forma mutante
da LGI1 ¢ incapaz de se ligar a ADAM?22, o que fortalece a hipdtese de um mecanismo
relacionado a perda de fungdo nesta sindrome epiléptica. O gene EFHCI (do inglés EF-hand
domain C-terminal containing I) foi encontrado mutado em algumas familias com epilepsia
mioclonica juvenil. Células transfectadas com EFHCI1 apresentam maior taxa de apoptose, o que
indica uma possivel participacdo em morte celular programada. Clonamos e expressamos as
proteinas humanas LGI1 em sua forma inteira (AA 1-557) e a por¢ao C-terminal (AA 224-557;
LGI1C), também chamada de dominio epitempina; as formas N-terminal (AA 78-364; EFHCI1N),
que compreende dois dominios DM10, e C-terminal (AA 403-640; EFHCIC) de EFHCI,
formada por um dominio DM10 e um EF-hand putativo. Diversas fusdes foram testadas com a
proteina LGI1, seja inteira (GST, Trx, SUMO), seja a por¢ao C-terminal (GST, Trx, NusA, MBP
e SUMO), em diferentes cepas de Escherichia coli. Obteve-se proteina solivel com NusA-
LGIIC e MBP-LGIIC; entretanto, s6 foi possivel a captura por cromatografia de afinidade a
amilose com a fusdo a MBP, na presenca ou nao da chaperonina GroEL. Apesar do protocolo de
purificacao de MBP-LGIIC ter sido estabelecido, a clivagem da cauda nao foi eficiente, além de
apresentar baixo rendimento. Espalhamento de luz dindmico e SAXS mostraram que a proteina

fusionada apresentava-se em um estado de forte agregagdo. As porgdes N- e C-terminal de

Xii



EFHCI foram clonadas com a fusdo SUMO, apresentando alta solubilidade em bactéria. Essas
construgdes foram capturadas em cromatografia de afinidade a niquel e submetidas a clivagem da
cauda: obteve-se rendimento proximo de 100% com EFHC1C, enquanto que com a EFHCIN nao
houve reacdo. EFHCIC clivada foi separada da cauda e passou por mais um passo de purificagao,
para polimento. Espectroscopia de dicroismo circular mostrou que esta por¢do € composta
principalmente por a-hélices e a temperatura de transicao foi determinada em 54,5°C, na presenca
ou auséncia de agente redutor DTT, indicando alta estabilidade. Espalhamento de luz dindmico e
SAXS mostraram que a proteina esta monodispersa e modelagem computacional reconstituindo o
envelope da EFHCIC por SAXS indica uma forma prolata. Em relagdo a EFHCIN, observou-se

a presenca de duas populagdes distintas de proteinas por SAXS e por filtracdo em gel.
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ABSTRACT

Non-ion channel genes, as LGII and EFHCI, have been shown to indirectly affect ion channel
currents in genetically determined epilepsy syndromes. LG/ (Leucine-rich, glioma inactivated
gene 1) is linked to a rare form of partial epilepsy (autosomal dominant partial epilepsy with
auditory features, ADPEAF). Recently, LGI1 protein was associated with ADAM?22 in a complex
that regulates synaptic transmission. The mutated form of LGI1 is incapable of binding to
ADAM22, leading to a loss of function mechanism causing ADPEAF. EFHCI is mutated in
some families with juvenile myoclonic epilepsy (JME). It has been observed that EFHCI
transfected cells have a higher rate of apoptosis; therefore, it seems that EFHC]1 protein could be
involved in programmed cell death. We have successfully cloned and expressed the full form
(AA 1-557) and C-terminal epitempin domain of human LGI1 (AA 224-557); and the N-terminus
(AA 78-364; named EFHCIN), comprasing two DM 10 domains in tandem, and the C-terminus
portion of human EFHC1 (AA 403-640; named EFHCI1C), comprising one DM10 domain and
the EF-hand motif. Several fusion constructs were tested with full LGI1 (GST, Trx and SUMO)
and C-terminal half (GST, Trx, NusA, MBP and SUMO) in different Escherichia coli strains.
Soluble protein was obtained with NusA-LGI1C and MBP-LGII1C, but only MBP-LGI1C was
captured by affinity amilose in the presence or absence of chaperonine GroEL. Despite the fact
that we suceffuly established a purification protocol for MBP-LGI1C, tag cleavage presented low
yield. Dinamic light scattering and SAXS showed that LGI1C fused to MBP was strongly
aggregated. Furthermore, the N- and C-terminal of EFHC1 were cloned with SUMO fusion and
showed high solubility in bacteria. These constructions were captured by nickel affinity

chromatography and submitted to cleavage reaction. Near complete cleavage was achieved with
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EFHCIC, but no cleavage was obtained with EFHCIN. SUMO tag was separeted from EFHC1C
and a final purification step was performed. Circular dichroism spectroscopy showed that
EFHCIC is composed mainly by a-helices and transition temperature in the presence or absence
of reducing agent DTT was 54.5°C, indicating high stability. Dynamic light scattering and SAXS
showed that EFHCIC is in a monodisperse state and presents a prolate shape. EFHCIN presents
two different populations of proteins, as determined by SAXS and size exclusion

chromatography.
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1. INTRODUCAO

As epilepsias formam um grupo de sindromes neurologicas cronicas, decorrentes de
alteragdes das fungdes cerebrais, associadas ou nao a outras condigdes patoldgicas. Possuem
grande variedade de manifestacdes clinicas, etiologias, graus variados de morbidade e
prognoéstico. No entanto, a caracteristica comum a todas as sindromes epilépticas ¢ a ocorréncia
de crises. A crise epiléptica ¢ causada por descargas neuronais anormais que ocorrem de forma
passageira, sincronica e desorganizada (Zielinski, 1988).

As epilepsias sdo classificadas em generalizadas, quando a descarga epiléptica envolve a
totalidade do cortex cerebral em ambos os hemisférios, e em parciais, quando ha inicialmente o
envolvimento de uma area cortical restrita (International League Against Epilepsy, ILAE, 1989).
As epilepsias generalizadas e as parciais sdo divididas em trés categorias de acordo com a
provavel etiologia: idiopaticas, sintomaticas e criptogénicas (ILAE, 1989).

O termo epilepsia se refere ndo apenas a uma doenca especifica, mas a um grupo
heterogéneo de desordens cronicas, caracterizado por uma tendéncia a ataques recorrentes.
Estima-se que afete aproximadamente 1% da populacdo mundial, portanto, ¢ um problema de
saude publica, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (Sander & Shorvon,
1996). Nessa sindrome, ocorre alteracdo na atividade elétrica do cérebro, temporaria e reversivel,
que produz manifestacdes motoras, sensitivas, sensoriais ou psiquicas. Sendo uma sindrome, ou
seja, um conjunto de sinais e sintomas de diferentes etiologias e prognosticos, apresenta como
caracteristica comum a ocorréncia de crises epilépticas. Além disso, pode ser adquirida ou ter

causa genética em 40% dos casos.



A maior parte dos genes envolvidos com epilepsia codifica subunidades de canais
10nicos, enquanto a epilepsia adquirida inclui traumas, lesdes, tumores e infecgdes cerebrais.
Dentre os raros genes nao relacionados a canal i6nico estdo LGII ¢ EFHCI. Descreveremos em

seguida cada um deles mais detalhadamente.

1.1 A PROTEINA LGI1

Mutagdes no gene humano LGI1 (Leucine-rich Glioma Inactivated 1) foram identificadas
em individuos com epilepsia parcial autossomica dominante com sintomas auditivos, EPADSA
(Hirose et al., 2005). O primeiro relato familiar de EPADSA foi publicado em 1995,
descrevendo uma grande familia com epilepsia parcial (Ottman et al, 1995). Este tipo de
epilepsia ¢ clinicamente caracterizado por crises parciais complexas com sintomas psiquicos,
visuais e auditivos (Ottman et al., 1995; Poza et al., 1999; Winawer et al., 2000). Algumas
familias descritas com EPADSA apresentaram ligacdo genética na regido 10g24 (Ottman et al.,
1995; Pozza et al., 1999; Winawer et al., 2000).

Inicialmente o gene LGI1, também chamado Epitempina, foi identificado rearranjado em
glioblastoma, sendo sua expressdo completamente ausente nesta linhagem celular (Chernova et
al., 1998). Devido a este fato, o gene LGII era um forte candidato a gene supressor de tumor.
Todavia, ndo ¢ considerado atualmente como tendo papel importante em tumores cerebrais (Gu
et al., 2005; Turnbull et al., 2005; Piepoli et al., 2006), pois ndo foram encontradas mutagdes na
regido promotora ou na regido codificadora de LGII na linhagem utilizada (Krex et al., 2002);
nao existem rearranjos do 16cus LG/ nesta linhagem (Chernova et al., 1998) e o seqlienciamento

direto de glioblastomas ndo acusou nenhuma mutagao (Gu et al., 2005).



O gene LGII codifica duas isoformas diferentemente expressas no cérebro humano, uma
curta, de aproximadamente 60 kDa, e outra longa, de 65 kDa (Furlan et al., 2006), com forte
expressao regional em neurdnios do lobo temporal (Senechal et al., 2005). Estas duas proteinas
localizam-se em diferentes compartimentos subcelulares, em quantidades varidveis, sendo seu
maior nivel de expressao no cortex temporal lateral (Senechal et al., 2005; Furlan et al., 2006).
Sabe-se, ainda, que a isoforma longa ¢ secretada e que mutacdes impedem que a mesma seja
exportada para fora da célula (Senechal er al, 2005; Sirerol-Piquer et al, 2006). Outros
membros da familia LGI (LGI2B — isoforma de LGI2 — LGI3 e LGI4) também sdo secretados
(Senechal et al., 2005) e as mutacdes identificadas no gene LGI1, além de impedir a secre¢cdo da
proteina, tornam a mesma instavel, indicando que as bases patologicas da EPADSA estao
relacionadas com perda de funcdo da LGI1 (Senechal et al., 2005).

Na por¢do N-terminal ha quatro repeti¢des ricas em leucina (LRR, leucine-rich repeat),
flanqueadas por dominios ricos em cisteinas. As repeticdes LRRs, que consistem de a-hélices e
folhas-P conectadas por algas, sdo encontradas em proteinas citoplasmaticas e de membrana com
diferentes fungdes e podem servir como arcabougo estrutural para a formagdo de interagdes
proteina-proteina (Kobe & Deisenhofer, 1994; 1995a; Gu et al., 2005; Ko & Kim, 2007). As
proteinas da familia LRR estdo relacionadas a diversos processos, como transducdo de sinal,
adesdo celular, desenvolvimento celular, reparo de DNA e processamento de RNA (Kobe &
Deisenhofer, 1995b).

Na porcao C-terminal hd sete copias de uma repeti¢do interna de 40-43 residuos
associada a epilepsia (EARs, epilepsy-associated repeats), também chamada repeticdo
epitempina (EPTP), que se enovela provavelmente em uma estrutura do tipo f-propeller (Scheel
et al., 2002; Staub et al., 2002). Este arranjo estrutural define a familia génica LGI ¢ as

repeticdes EPTP podem estar relacionadas a interagdes proteina-proteina (Steinlein, 2004). Além



destes genes que possuem similaridade estrutural com o LGII, outros dois genes, VLGRI ¢
TNEPI, também codificam proteinas que contém numeros variaveis de repeticoes EPTP (Staub
et al., 2002). A proteina MASS1/VLGR1 apresenta-se mutada em epilepsia audiogénica de
camundongo (Skradski et al., 2001; Scheel et al., 2002; Staub et al., 2002) e mutagdes no gene
correspondente também sdo causa rara de crises febris em humanos (Nakayama et al., 2002). A
presenga destas repeticdes tanto na LGI1 quanto na MASS1/VLGR1 sugere um envolvimento
direto na epileptogénese, apesar da natureza de tal envolvimento permanecer apenas alusiva
(Steinlein, 2003; Gu et al., 2005).

Adicionalmente, a LGIl parece ter papel importante na supressdo da producdo das
metaloproteinases (MMPs) 1 e 3, através da via de fosfatidil-inositol 3-kinase/ERK (Kunapuli et
al., 2004). As MMPs estdo relacionadas ao controle da proliferagdo e neovascularizagio
(Crawford & Matrisian, 1994; Nabeshima et al., 2002). Todavia, por que as muta¢des na LGI1
afetam o cortex temporal permanece completamente desconhecido, em particular sua relevancia
para o cortex auditorio.

A maioria das mutacdes encontradas altera enormemente a estrutura primdaria da proteina
LGI1 (Gu et al., 2005; Ayerdi-Izquierdo et al., 2006). Das dezenove mutagdes publicadas na
literatura, oito tornam a proteina truncada, seja alterando a pauta de leitura do RNAm pela
existéncia de insercdes ou delegdes, seja por mutacdo pontual que altera o consenso do splice
(referéncias em Ayerdi-Izquierdo et al., 2006). As mutacdes restantes sdo trocas de aminoacidos
nos dominios da proteina (figura 1).

Jordi Pérez-Tur e seu grupo demonstraram que a LGI1 ¢ N-glicosilada em trés sitios
(N192, N277 e N422) e que a isoforma curta ¢ retida dentro da célula (Sirerol-Piquer et al.,

2006). Também mostraram que os dominios LRRs n3o sdo necessarios para a secre¢do da



isoforma longa, mas que os sete dominios EPTP e pelo menos uma N-glicosilagdo da LGI1 sdo
necessarios para a proteina sair da célula.

Recentemente, Fukata ef al. (2006) identificaram as subunidades de um complexo de
proteinas localizado nas sinapses neurais de rato. Dentre os componentes, a LGI1 funcionaria
como ligante, a ADAM?22 como receptor € a PSD-95 como uma ancora. A LGI1 controlaria a
intensidade das sinapses excitatorias. Curiosamente, além da LGI1, outras duas proteinas que se
associam a PSD-95 estdo relacionadas a epilepsia. A ADAM22 ¢ uma proteina transmembrana
neural, da familia das metaloproteases, porém cataliticamente inativa (Novak, 2004), e quando
mutada causa a morte por crise em camundongos (Sagane et al., 2005). A estargazina, uma
proteina ligadora a PSD-95, é uma proteina reguladora do receptor transmembrana AMPA (acido
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propidnico) na densidade pos-sinaptica (Chen et al., 2000;
Tomita et al., 2005; Nicoll et al., 2006). A interagdo entre LGI1 ¢ ADAM22 ocorre através da
ligacdo das repeticdoes EPTP da primeira com o dominio desintegrina da segunda (Fukata et al.,
2006). Este estudo mostra que, apesar dos canais idnicos serem o principal foco nas
investigagdes sobre epilepsia, a interagdo ligante-receptor nos neurdnios pode ser importante

para a patogénese da doenga.

vy vV w v v v  (Truncagdes)
w A\ 4 v vy v v (Mudanga de aminoacido)
LGI1 ER | EAR | A ERR | CARY AR | o 1674 AA, 63,8 kD
e GOQQPPE i
LRR

LGI1IC wwwww 1024 bp, 335 AA, 38,9 kDa

Figura 1: Esquema das proteinas LGI1 humana em sua forma completa (AA 1-557) e a porgdo C-terminal (LGI1C;
AA 224-557) estudados nesta tese. Na parte superior estdo indicadas as mutagdes, descritas na literatura, que causam

trunca¢des ¢ mudangas de aminoacidos (referéncias em Gu et al., 2005).



Foi relatado, ainda, que a LGI1 se associa a Kv1.1, uma subunidade do canal de potassio
pré-sinaptico voltagem-dependente (Schulte et al., 2006). A LGI1 inibe a inativagdo do canal
através de uma proteina citoplasmatica reguladora, a Kvp1.3 (Schulte et al., 2006).
Intrigantemente, também foi identificada a proteina ADAM22 nos fracionamentos celulares
realizados por este grupo. Entretanto, como a LGI1 ¢ uma proteina secretada, mais estudos sao
necessarios para tornar seus ligantes/receptores conhecidos ou, ainda, investigar se sua forma
truncada ou completa tem de fato fungdo de modulador do canal de potassio citosolico.

Todavia, pouco se sabe sobre a fun¢do individual de cada dominio da LGIl na
transmissdo sinaptica ou na regulacdao do influxo de potassio da célula. Em seu possivel papel
regulador da proteina Kvl.1, ndo foi identificado o dominio de interacdo da LGI1 com a
subunidade KvfB1.3 (Schulte et al., 2006). Enquanto as repeticdes EPTP na por¢do C-terminal
sdo responsaveis pela interacdo com a proteina ADAM?22 (Fukata et al., 2006), ndo se sabe a
funcdo do dominio LRR na transmissdo sinaptica. Outro ponto nao esclarecido ¢ a fungdo da
isoforma de menor tamanho que ndo ¢ secretada da célula (Senechal et al., 2005; Sirerol-Piquer
et al., 2006); e de maneira global, se as muta¢des que afetam a estrutura primaria da LGI1 estdo

relacionadas a EPADSA.

1.2 A PROTEINA EFHC1

Foi identificado em algumas familias com epilepsia mioclonica juvenil (EMJ) mutagdo
no gene EFHCI (EF-hand domain C-terminal containing 1) (Suzuki et al., 2004). Segundo
classificagdo da International League Against Epilepsy (ILAE, 1989), este tipo de epilepsia ¢é
classificada como idiopatica generalizada, apresentando prevaléncia de 7-9% entre adultos e

adolescentes epilépticos, de ambos os sexos (Genton & Gelisse, 2001). Seu inicio se d4 no



periodo pré- ou pos-puberdade, sendo que 85% dos casos ocorre entre os 13 e 20 anos de idade
(Janz, 1989; Wolf, 1992).

Esta doenca ¢ caracterizada por abalos mioclonicos, principalmente ao despertar,
acompanhada por crises tonico-clonicas e/ou clonico-tonico-clonicas generalizadas (90-95% dos
pacientes) e crises de auséncia (até 39,5% dos casos) (Delgado-Escueta & Enrile-Bacsal, 1984).
Adicionalmente, os pacientes sdo freqlientemente fotossensiveis. Assim como em outras
sindromes idiopaticas generalizadas, observa-se o envolvimento de ambos os hemisférios
cerebrais desde o principio da crise, o que define a EMJ (ILAE, 1989).

Esta sindrome apresenta predisposi¢ao genética marcante, perfazendo 39-59% de todas as
epilepsias (ILAE, 1989; Hauser & Hesdorffer, 1990), o que a torna a forma mais comum de
epilepsia idiopatica generalizada (Gardiner, 2005). Por esta razdo, a EMJ tem sido uma das
formas de epilepsia mais amplamente estudadas do ponto de vista molecular. A regido
cromossomal 6p21 foi identificada como o primeiro /ocus associado a esta doenga (Greenberg et
al., 1988), através de estudos de ligagdo. Foram encontradas ainda evidéncias de que o gene
BRD2, localizado no cromossomo 6p21, poderia estar relacionado a EMJ (Pal ef al., 2003). Além
disso, diversos SNPs (single nucleotide polymorphisms) foram associados a esse gene, mas nao
se conhece a relevancia desses polimorfismos.

Foi identificada uma mutac¢do no gene GABRAI em individuos afetados segregando uma
forma autossomica dominante de EMJ (Cossette et al., 2002). Este gene esta localizado na regido
5934, e codifica a subunidade al do receptor GABA 4, principal transmissor inibitorio do sistema
nervoso central. Esses autores demonstraram que os receptores GABA, que continham a
subunidade mutada apresentavam diminui¢do da amplitude de correntes ativadas por GABA,

indicando que as crises poderiam estar relacionadas a perda de fungao desses receptores.



O gene EFHCI foi identificado na regido 6p12.3 pelo grupo de Yamakawa (Suzuki et al.,
2004). Os autores investigaram a funcdo in vitro deste gene e de seus mutantes e a associagao
dos mesmos com a EMJ. Neuronios de hipocampo de camundongo mantidos em cultura foram
transfectados com um cassete de expressao do gene EFHCI. Observou-se, apds 48h de
transfec¢do, que as células mostravam sinais de neurodegeneragcdo ¢ morte celular. Andlises de
interagdo da proteina EFHC1 com canais de célcio voltagem-dependente, cujas anormalidades
foram descritas em epilepsias humanas e murinas (Fletcher et al., 1996; Jouvenceau et al., 2001),
revelaram que a taxa de sobrevivéncia dos neurdnios transfectados com EFHCI1 foi aumentada
de maneira especifica quando estas células foram tratadas com um antagonista de canal de célcio
voltagem-dependente do tipo R (Ca,2.3). Este grupo concluiu que a proteina EFHCI1 se associa a
este canal e aumenta o influxo de célcio pelo mesmo, acarretando, dessa forma, morte celular
programada.

Neste mesmo estudo, foram identificadas cinco mutagdes no gene EFHCI que
ocasionavam troca de aminoacidos na proteina. Essas muta¢des co-segregavam com o quadro
epiléptico em membros de seis familias ndo relacionadas acometidos por EMJ, estando ausentes
em 382 individuos ndo-afetados por esta doenca. Apesar das proteinas EFHCI mutantes se
associarem ao canal Ca,2.3, todas apresentavam queda significativa na indu¢do de apoptose.
Segundo os autores, esses resultados sugerem que as mutacdes no gene EFHCI causam EMJ
porque comprometem a atividade apoptoética da proteina selvagem, evitando a eliminagao,
durante o desenvolvimento do sistema nervoso central, de neurdénios em que a homeostase do
calcio esta alterada e promovendo aumento na densidade neuronal.

Suzuki et al. (2004) também isolaram o gene Efhcl de camundongo. Os experimentos de
Northern blotting revelaram que o transcrito de 2,3 kb desse gene é mais expresso em cérebros

de embrides que em cérebros de adultos. As andlises imunohistoquimicas mostraram que a



proteina Efhcl ¢ abundante no cérebro destes animais, sendo encontrada no hipocampo,
cerebelo, cortex cerebral, tdlamo, hipotalamo e amigdala. Est proteina esta presente em dendritos
e corpos celulares de neurdnios, mas esta ausente em axonios.

O grupo de Kamya observou que Efthcl de camundongo apresenta 40% de identidade
com a proteina Rib72 (p72) de Chlamydomonas reinhardtii (Ikeda et al., 2005). A proteina
mRib72-1/Efhcl, também chamada mioclonina 1, foi identificada como sendo um componente
de axonemas de flagelos (Patel-King et al., 2002; Ikeda et al., 2003). Acredita-se que Rib72
desempenhe papel importante na montagem e fun¢do dos axonemas em cilios e flagelos moveis
(Ikeda et al., 2005). Verificou-se também que maiores niveis de expressao de mRib72-1/Efhcl
sdo observados nos cilios e flagelos de células de testiculos e ovidutos de camundongos adultos.
Assim, esses autores propdem que o funcionamento inadequado dos cilios, resultante de
mutagdes no gene mRib72-1/Efhcl, seja a causa da EMJ, o que por si s6 é de fato intrigante
(King, 2006). Entretanto, pode haver relagdo direta entre a deficiéncia na motilidade de células
ependimais, altamente ciliadas, ¢ o desenvolvimento neuronal (Ibanez-Tallon et al, 2004).
Evidentemente, a identificagdo da mRib72-1/Efhcl em cilios e flagelos fornece nova luz na
provavel causa da mais comum epilepsia idiopatica. Conhecer se Efhcl estd presente ou ndo em
cilios de células ependimais e qual a relagdo entre defeitos nessas organelas e EMJ serd de
grande interesse.

Sabe-se, através de analises in silico e alinhamento em bancos de dados, que a proteina
EFHC1 humana, de aproximadamente 74 kDa, apresenta trés dominios DM10 em seqiiéncia
(Ikeda et al., 2005), de fungdo desconhecida, e um motivo EF-hand de ligacao a calcio na por¢ao

C-terminal (Grabarek, 2006). A figura 2 mostra a organizagao dos dominios desta proteina.
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Figura 2: Organizacdo estrutural da proteina mRib72/Efhcl murina ¢ EFHC1 humana. (A) Ilustracdo retirada de
Ikeda et al. (2005), que assumem a existéncia de dois motivos EF-hand na proteina murina. (B) Esquema de Suzuki
et al. (2004), que prevéem a existéncia de apenas um motivo, utilizando os bancos de dados InterPro, Pfam e
SMART. Na parte superior do esquema apresentado em (B) estdo indicadas as muta¢des que causam mudangas de

aminoacidos. (C) Clone N-terminal, EFHCIN, e (D) clone C-terminal, EFHCI1C, da proteina EFHCI.

O dominio DM10 apresenta aproximadamente 105 residuos e foi identificado em uma
unica copia na por¢do N-terminal da proteina humana nm23-H7, uma nucleosideo difosfato
quinase (NDK, Nucleoside-Diphosphate Kinase) (Munier et al., 2003; Patel-King et al., 2004) e
na proteina associada a axonema flagelar p40 de Chlamydomonas reinhardtii (Patel-King et al.,
2002). Na proteina Efhcl murina e na Rib72 de Chlamydomonas hé a presenca de trés repeticoes
do dominio DM10 (Patel-King et al., 2002; Ikeda et al., 2005). Proteinas que apresentam esse
dominio interagem com microtubulos (Ikeda ef al, 2003; Ikeda et al., 2005), funcionando
possivelmente na montagem do axonema ou na regulagdo de NDKs (King, 2006), e na regulagao
da motilidade flagelar dependente de calcio (Patel-King ef al., 2002). O EF-hand ¢ o motivo de

ligacdo a calcio mais amplamente utilizado por proteinas (Lewit-Bentley & Réty, 2000) e ¢
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caracterizado por uma estrutura hélice-al¢a-hélice (Bhattacharya et al., 2004; Grabarek, 2006). A
superfamilia EF-hand regula diversos aspectos do funcionamento celular, como tamponamento
de célcio no citosol, proliferagdo celular e transducao de sinal (Skelton et al., 1994; Berridge et
al., 2000). No sistema nervoso central, a calmodulina e a proteina sensora de calcio t€ém
importante papel na sinalizacdo neuronal (Levitan, 1999; Burgoyne et al., 2004). A unidade
funcional basica do EF-hand consiste em um par de motivos (Bhattacharya et al., 2004), mas no
caso da proteina humana, nao esta claro se estd presente em par ou ndo (figura 2).

EFHCI se liga ao aparato mitotico através de sua por¢ao N-terminal e pode ter papel
significativo na divisdo celular (de Nijs et al., 2006); todavia, sua funcdo durante a mitose ainda
precisa ser esclarecida (Grisar et al., 2006). De qualquer maneira, sua associacdo com o fuso
mitotico através de microtibulos ¢ um achado que se deve levar em consideragdo na
fisiopatologia da EMJ. O grupo de Chanasa observou ainda, utilizando diversas construgdes
truncadas, que os 92 residuos iniciais da proteina sdo necessarios para o enderegamento da
EFHCI1 ao fuso mitético e ao corpo mediano (de Nijs et al., 2006) e que ndo ha envolvimento
direto dos primeiros dois dominios DM10 (figura 2). Como o nivel de expressao do RNAm ¢
maior no periodo embriondrio, levanta-se a hipotese de participagdo da EFHCI1 no controle da
migracdo neuronal nos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario (Suzuki et al., 2004;
Grisar et al., 2006).

Além da interag¢do a por¢ao citoplasmatica do canal de célcio Ca,2.3, o grupo de Suzuki
et al. (2004) também relatou a interagdo funcional e molecular da EFHC1 com o receptor
transiente potencial do canal M2 (TRPM2), um canal de cation permeavel a célcio (Mori ef al.,
2005). Entretanto, a fungao fisioloégica deste canal continua apenas especulativa (Mei et al.,

2006).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por meta estudar os aspectos estruturais das proteinas humanas LGII e
sua por¢ao C-terminal e EFHCI1 dividida em por¢cao N- e C-terminal. De maneira especifica, os

seguintes objetivos foram estabelecidos:

1) Clonar e expressar em diferentes caudas de fusdes, testando-se diferentes cepas de

Escherichia coli, a fim de se obter proteina soluvel;

2) Clivar a cauda de fusao;

3) Acessar a estrutura secunddria e terciaria das proteinas por diferentes métodos, como

dicroismo circular, espalhamento de luz dindmico, espalhamento de raios X a baixo angulo,

espectrometria de massas, difracdo de raios X, entre outros.
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3. A PROTEINA LGI1

Os dominios LRRs e EPTPs presentes na proteina LGIl provavelmente sao
independentes estruturalmente, o que nos levou a buscar a clonagem da proteina tanto inteira,
como sua por¢ao N- e C-terminal, além de seus possiveis ligantes descritos na literatura. A

seguir detalharemos a metodologia empregada e os resultados obtidos.

3.1 METODOLOGIA

Meios de cultura e cepas de Escherichia coli

As culturas de bactéria foram crescidas em meio LB (Sambrook et al., 1989), composto
por 1% de peptona, 0,5% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sddio. A preparagdo do meio
solido foi feita adicionando-se 2% de agar bacteriologico. Para os testes de purificacdo em resina
de amilose, utilizou-se o meio LB acrescido de 0,2% de glicose.

As cepas de Escherichia coli DH5a, BL21(DE3), BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3)
pTgroE, BL21(DE3) pRARE, Origami(DE3) (Novagen), Origami2(DE3) pRARE, C41(DE3),
C41(DE3) pRARE, C41(DE3) pLysS e BL21Condon+RIL (Stratagene) foram transformadas por

choque térmico de acordo com protocolo otimizado de Sambrook et al. (1989).
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Extragdo de RNA total de hipocampo humano e reacdo de sintese de cDNA

Espécimes cirurgicos e de necropsia de hipocampo humano foram congelados em
nitrogénio liquido e macerados. A extragao de RNA total foi realizada com Trizol (Invitrogen),
seguindo especificacdes do fabricante.

Para a reacdo de sintese de cDNA total, utilizou-se o protocolo sugerido pelo fabricante
(Revertaid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas). Resumidamente, utilizou-se 8
pg de RNA total, 1 uL de oligo(dT)s a 0,5 pg/uL e completou-se para 12 pL com H,O livre de
nuclease. Incubou-se por 5 min a 70°C e em seguida esfriou-se rapidamente em gelo. Adicionou-
se o tampao de reacdo (concentragdo final Tris-HCI 50 mM, pH 8,3, KCI 50 mM, MgCl, 4 mM,
DTT 10 mM), 1 pL de inibidor de ribonuclease (20 U/uL) e 2 pl de dANTPs (10 mM cada).
Incubou-se a reagdo por 5 min a 37°C e em seguida adicionou-se 1 ul. da enzima transcriptase
reversa (200 U/uL), incubando-se por 1 h a 42°C. Apds esse tempo, inativou-se a enzima
aquecendo-se a 70°C durante 10 min e esfriando-se a reacdo em gelo.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) aprovou
o adendo ao projeto n® 470/2003, que permite a analise ¢ a extracdo de RNAs e proteinas dos

espécimes cirurgicos ¢ de necropsia.

Clonagem e construcdo dos vetores de expressdo

As seqiiéncias codificadoras das proteinas LGI1, LGI3, LGI4, KvB1.3 e ADAM22 foram
amplificadas por PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase, da sigla em inglés) utilizando como
molde cDNA total de hipocampo humano. Para as subclonagens subseqiientes das diferentes

fusdes de LGI1 utilizou-se como molde o clone pGEMT-easy LGI1 clone 1.7. A reacdo consistiu
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em 1 pL de cDNA (até 10 ng), 0,5 uLL da Taq DNA polimerase, 2 uL. de dNTPs (1,25 mM cada),
1,5 uL do tampao de reacdo (10X) com MgCl,, 1 pL de cada oligo (1 pmol/uL) e agua
deionizada para um volume final de 15 pL. A reagdo foi realizada em termociclador Eppendorf
(Mastercycler Gradient) e constituiu-se basicamente de uma desnaturacao inicial a 94°C por 2
min, seguida por 35-40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 s, anelamento por 30-45 s em
gradiente e extensdo a 72°C por 1 min, seguido de um ciclo de extensdo final a 72°C por 10
minutos.

A seqliéncia da proteina LGI2 foi amplificada por PCR tendo como molde o clone
KIAA1916, gentilmente cedido por Kazusa DNA Research Institute.

Algumas caracteristicas das proteinas selecionadas estdo listadas na tabela 1. Os oligos
utilizados em cada reag@o continham sitios de restri¢ao especificos (tabela 2).

Os produtos de PCR obtidos foram purificados utilizando-se o sistema de purificacdo de
DNA da Promega (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System) e analisados em gel de agarose.
Em seguida, realizou-se a ligacdo do fragmento de DNA com o vetor de clonagem pGEM-T easy
(Promega), de acordo com as instru¢des do fabricante. Confirmou-se a presenc¢a do inserto por
analise com enzimas de restricdo, ou PCR de colonia. Posteriormente transferiu-se o fragmento
digerido em seus sitios de restricdo especificos para os vetores de expressao pGEX-4T1 (GE
Healthcare), pET32a (Novagen), pETNusA ¢ pETMBP (gentilmente cedido pelo Dr. Ario de
Marco, EMBL Heidelberg), previamente clivados e defosforilados. No caso da subclonagem
com o vetor pETSUMO (Invitrogen), realizou-se a ligagdo direta ao vetor através da estratégia

de clonagem do tipo TA.
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Sigla

LGI1

LGIMN

LGI1C

LGI1 isoforma
LGI1 tr5

LGI1 tr6

LGI2

LGI3

LGl4

Kvp1.3
ADAM22
A768-859

ADAM22
(AA 233-718)

Nome

Leucine-rich Glioma Inactivated protein 1
(AA 1-557)

Porgao N-terminal da proteina LGI1
(AA 1-222)

Porgdo C-terminal da proteina LGI1
(AA 224-557)

LGI1 Isoforma splice alternativo (AA 1-291)
(12 aminoacidos finais diferentes)

LGI1 construgdo truncada n° 5
(AA 316-557)

LGI1 construgéo truncada n° 6
(AA 418-557)

Leucine-rich Glioma Inactivated protein 2
(AA 1-545)
Leucine-rich Glioma Inactivated protein 3
(AA 1-548)

Leucine-rich Glioma Inactivated protein 4
(AA 1-537)

Potassium voltage-gated channel beta member 1 isoforma 3

(AA 1-401)

ADAM metallopeptidase domain 22 A768-859

(dominio extracelular) (AA 1-767)

ADAM metallopeptidase domain 22
(dominio extracelular) (AA 233-718)

Inserto (pb)

1674
669
1005
892
748
442
1638
1647
1614
1206
2304

1473

557

222

335

291

243

141

545

548

537

401

767

486

MW (kDa)

63,8
24,8
38,9
33,1
28,4
16,3
62,0
61,7
59,0
44,7
85,1

53,8

Tabela 1: Dados bésicos das proteinas selecionadas. AA: niimero de aminodcidos. MW: massa molar predita pelo

servidor Protparam.
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Sitio de

. . ~ A s 1

ORF Oligos Direcao Seqiiéncia restricao Vetor

Lol OMM10 D 5-CgAATTCATGGAATCAGAAAGAAGC-3' EcoRI PET28a
OMM11 R 5-TTgCTCGAGTCATGCCTTAAGTCAAC-3' Xhol PGEX-4T1
OMM26 D  5-ATgAAACCAGCGAAGCCAAAATG-3' -

LGI1 OMM29 R 5-TCATgCgCTTAAGTCAACTATG-3' - PETSUMO

LG OMM30 D 5-CTgAggTCTCgCATgAAACCAgCgAAgCCAAAATg-3' Eco31l (Ncol) pETNusA
OMM32 R 5-gTTAAQCTTTCATGCGCTTAAGTCAACTAT-3' Hindlll PETMBP

LGIN OMM17 D  5-TCggATCCATggAATCAGAAAGAAGC-3 BamHI PGEX-4T1
OMM12 R 5-AAACTCgAGTCAgATGCAATCGAAATCCTTC-3' Xhol pET32a

Laie OMM14 D  5-TGAATTCATGACAGAATTTGCAAAGTCTC-3 EcoRI pET28a
OMM11 R 5-TTgCTCgAGTCATGCGCTTAAGTCAAC-3' Xhol PGEX-4T1
OMM28 D 5-ATgACAGAATTTGCAAAGTCTC-3' -

Lene OMM29 R 5-TCATgCGCTTAAGTCAACTATG-3 - PETSUMO

Laie OMM31 D  5-TTCgggTCTCTCATGACAGAATTTGCAAAGTCTC-3'  Eco31/ (Nco) pETNusA
OMM32 R 5-gTTAAQCTTTCATGCGCTTAAGTCAACTAT-3' Hindlll pETMBP

. OMM10 D 5-CgAATTCATGGAATCAGAAAGAAGC-3' EcoRI

LGItisoforma o3 R 5-TTACTCaAqTCATGACATGTTTGTAAATC-3 Xhol PGEX-4TH

P OMM15 D  5-CGAATTCATGAATAAATTCATAAAAATC-3 EcoRl CEX4TH
OMM11 R 5-TTgCTCgAQTCATGCGCTTAAGTCAAC-3' Xhol P

LGI1 16 OMM16 D  5-CGAATTCATGCAATTATTCACTAACCAAAC-3 EcoRI CEXATH
OMM11 R 5-TTgCTCgAGTCATGCCTTAAGTCAAC-3' Xhol P

LGl OMM4 D  5-CATATggCgCTgCggAgAggC-3' Ndel ET28a
OMMS5 R 5-CCggATCCTCACAAACTTAAGTCAAC-3' BamHI P

LGI3 OMM6 D 5'-CCATATGgCggggCTgCgggC-3’ Ndel ET28a
OMM?7 R 5-gggAATTCCTAggCACTgAGATCCAC-3' EcoRI P

LGl4 OMM8 D 5’-ggCATATaggAggggCAggCATTC-3’ Ndel ET28a
OMM9 R 5-TgAAGCTTTCAggCACTgAGgTCATC-3' Hindll P
OMM36 D  5-ATgCAAgTCTCCATAGCCTg-3 -

Kvp1.3 OMM37 R 5-TTATGATCTATAGCTCTTCTTg-3' - PETSUMO

ADAM22 OMM38 D 5'.CATATGCAggCggCAgTggCTg-3' Ndel pg\%ﬁl\;o

A768-859  OMM39 R 5-gAATTCTCATCTCTGTTCTCATAGTT-3' EcoRI P aRTY

ADAM22 OMM40 D  5-CATATGAATGTAGAAGAAGAAACC-3' Ndel pEIE e

(AA233-718) OMM41 R 5-gAATTCTCAATTGTgAGggAAGTAAGTG-3' EcoRI bl

Tabela 2: Oligos utilizados para as reacdes de PCR. Para cada seqiiéncia codificadora (ORF, Open Reading Frame)
especifica esta indicado o par de oligos utilizado, bem como os sitios de restricdo, quando presentes, € o vetor de

destino. Legenda: D: direto; R: reverso.

! Salientamos que outros vetores foram previstos, como pET29a, pET41a, pSV282 (gentilmente cedido pela Profa. Mizoue,
Universidade de Vanderbilt), além de outros clones truncados (figura 15).
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A integridade do inserto foi verificada por seqiienciamento automatico (MegaBACE
1000 da GE Healthcare, ou ABI PRISM 377 Genetic Analyser da Applied Biosystems). Para o
seqlienciador ABI 377, utilizou-se o sistema Big Dye, seguindo protocolo fornecido pelo
fabricante. Para o seqiienciador automatico MegaBACE, realizou-se a seguinte reagdo: 4 pulL de
DYEnamic ET reagent premix (DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing kit — MegaBACE;
GE Healthcare), 1 uL de DNA, 1 puL de cada oligo (5 pmol/uL) para um volume final de 15 pL.
Utilizou-se o programa indicado pelo fabricante: 35 ciclos de 94°C por 20 s, 50°C por 15 s, 60°C

por 1 min.

Anadlises in silico

As seqiiéncias nucleotidicas das constru¢des foram analisadas no servidor Webcutter 2.0
(ver enderegos eletronicos), para a constru¢do do mapa de restri¢cao do inserto de interesse, a fim
de se verificar se ndo continham sitios de restricao internos para as enzimas selecionadas. Para a
analise do “codon usage” da proteina heter6loga LGI1, KvB1.3 e ADAM22 foi utilizado o
servidor Rare Codon Caltor.

A predicao de massa molar, composi¢cdo de aminodcidos, ponto isoelétrico, entre outros
parametros, foi realizada no servidor Protparam (Gasteiger et al., 2005).

A predi¢do de estrutura secundaria das proteinas foi feita por meio do servidor PSIPRED
(Jones, 1999; McGuffin et al., 2000), PHD (Rost et al., 2004) e DICHROWEB (Lobley et al.,
2002; Whitmore & Wallace, 2004). Utilizou-se esta predi¢do para a constru¢do dos clones
truncados N- (1-222) e C-terminal (224-557) da LGI1 (anexo 2). Pelo indice de instabilidade

fornecido pelo Protparam, a por¢do N-terminal da LGI1 seria instavel, enquanto a por¢ao C-
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terminal seria estavel. A predicdo de estrutura secundaria da por¢ao N-terminal do gene LG/ foi
realizada pelo servidor Mfold (Zuker, 2003). Adicionalmente, a fim de se delimitar com maior
precisao as bordas dos clones truncados, os servidores SMART, Pfam e PROSITE foram
consultados.

Para a predi¢do de solubilidade utilizou-se o servidor Recombinant Protein Solubility

Prediction (Wilkinson & Harrison, 1991; Davis et al., 1999; Harrison, 2000).

Extracdo de DNA plasmidial

Os DNAs plasmidiais foram extraidos de acordo com o protocolo de lise alcalina descrito
por Birnboim & Doly (1979). Uma vez confirmada a presenca do inserto no vetor, o DNA foi
isolado utilizando-se kits comerciais de purificagdo (Wizard Plus SV Minipreps, Promega),

conforme especificagdes do fabricante.

Reagaoes de clivagem e eletroforese de DNA

Para a digestdo de vetores e insertos, foram utilizadas enzimas de restri¢do especificas.
Em cada reagdo, utilizou-se 1 unidade de enzima por pg de DNA, incubando-se em média de 2 a
4 horas a 37°C. O DNA dos vetores foi precipitado com 10% do volume da reagcdo com acetato
de amodnio 3M, pH 4,8 e 3 volumes de etanol 100% gelado, sendo posteriormente ressuspendido
em 10 pL de H,O milli-Q estéril. No caso das subclonagens, os vetores, apds clivagem, foram

defosforilados e extraidos do gel com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
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(Promega). As construcdes foram confirmadas por meio de clivagens enzimaticas e
posteriormente por seqiienciamento automatico.

Todas as analises de DNA foram feitas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%
(Sambrook et al., 1989), utilizando tampao de corrida TBE 1X concentrado (Tris-borato 40 mM,
pH 8,0, EDTA 1 mM). Os géis foram corados com brometo de etidio 0,1 pg/mL e a purificagao
dos fragmentos de DNA excisados do gel foi feita com o sistema de purificagdo da Promega, de

acordo com o protocolo do fabricante.

Ligagdo de fragmentos de DNA

Para a clonagem em pGEM-T easy, utilizou-se no minimo 20 ng de DNA do inserto, 50
ng de DNA do vetor, 5 uL. de tampao de ligagdo 2X concentrado (Tris-HCI 60 mM, pH 7,8,
MgCl, 20 mM, DTT 20 mM, ATP 2 mM, polietilenoglicol 8000 10%), 3 unidades de T4 DNA
Ligase (Promega) e H,O milli-Q estéril suficiente para 10 pL de reac¢do. Utilizou-se o controle
positivo fornecido pelo fabricante. A reagdo foi incubada a 4°C por 16h. Apds esse periodo,
adicionou-se a ligacdo em uma suspensdo de células E. coli DH50 competentes e seguiu-se com
o procedimento de transformagao.

Para as subclonagens em pGEX-4T1, pET32a, pETSUMO, pETNusA e pETMBP,
utilizou-se 100-200 ng de DNA do vetor, 200-300 ng de DNA do inserto, 2 pL. de tampao de
ligacdo 10X concentrado (Tris-HC1 300 mM, pH 7,8, MgCl, 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10
mM), 1 unidade de T4 DNA Ligase (Promega ou USB) e dgua para um volume total de 20 pL.

Como controle, realizou-se a reagdo como descrito acima, entretanto, sem a presenca do inserto.
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A reacdo foi incubada por 16h a 16°C. Posteriormente, células DHS5a competentes foram

transformadas com a ligagao.

Teste de expressdo e de solubilidade em E. coli e preparacdo dos extratos

Os testes iniciais de expressdao foram realizados em pequena escala. Para as construgdes
em pGEX-4T1 utilizou-se a cepa BL21Codon+RIL e para as constru¢des em pET32a utilizou-se
a cepa Origami(DE3). Em ambos os casos foi co-transformado o vetor pPRARE (Novagen), que
transcreve codons raros em E. coli. Como controle positivo, utilizou-se o vetor pS219V, que
codifica a protease TEV, em conjunto com a cepa BL21(DE3) pLysS (tabelas 3 e 4).

Para as construgdes em pETSUMO, pETNusA e pETMBP, foram testadas diversas cepas
e temperaturas, além da co-expressdao dos vetores pPRARE (Novagen), pTgroE (Yasukawa ef al.,
1995), que co-expressa o sistema de chaperoninas GroEL-GroES, ou ainda, conforme o caso,
pLysS ou pLysE, que reprime a transcricdo basal do sistema de expressdo pET. Como controle
positivo, utilizou-se o vetor pETNusA GFP e pETMBP_GPF, que codifica para a proteina
fluorescente verde fusionada a NusA ou MBP, respectivamente.

Os testes de inducdo foram realizados em 100 mL ou 250 mL de meio LB, ou LB glicose,
contendo o antibiotico apropriado. Cresceu-se o pré-indculo por 16h a 37°C sob agitagdo
constante de 200 rpm. No dia seguinte utilizava-se de 1-3% de pré-ino6culo no meio de cultura
até atingir a absorbancia a 600 nm (4eoonm) de 0,8. Em seguida, alterava-se para a temperatura de
indugdo a ser testada (18-20°C, 25°C, 30°C, 37°C ou 42°C) e adicionava-se o indutor IPTG
(isopropanil-B-D-tiogalactopiranosideo) para concentragdo final 0,4 mM. Em 18-20°C

aumentava-se o tempo de indug¢do para 6h ou 16h, enquanto que nas temperaturas mais altas
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(acima de 25°C), o tempo de indugdo foi fixado em 4h. Testou-se ainda uma concentracdo de

indutor maior no caso das indugdes a 18-20°C (0,6 mM de IPTG).

Construcao Cepa de E. coli Temperatura de inducéo testada
pGEX-4T1 LGI1 BL21Codon+RIL, BL21Codon+RIL pRARE 18-20°C, 25°C, 37°C e 42°C
pGEX-4T1LGI1C BL21Codon+RIL, BL21Codon+RIL pRARE 18-20°C, 25°C, 37°C e 42°C

pET32a LGI1 Origami(DE3) pRARE 18-20°C, 25°C, 30°C

pET32a LGI1C Origami(DE3) pRARE 18-20°C, 25°C, 30°C

pS219V (TEV) BL21(DE3) pLysS 15°C

Tabela 3: Construgdes testadas, cepas bacterianas e temperaturas de indugéo utilizadas.

Posteriormente, as células foram coletadas por centrifugacdo a 6000 g, por 5 min a 4°C e
congeladas a —20°C até o momento da preparagao dos extratos.

Para a analise dos testes de expressdo, as células foram descongeladas, ressuspendidas em
tampao de extracao (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol 5%, EDTA 1 mM, PMSF
0,5 mM), ou em tampao A (Na,HPO, e NaH,PO4 50 mM, pH 7,2, glicerol 5%, NaCl 100 mM,
EDTA 0,1 mM) para a expressao com o vetor pET32a e em tampdao PBS 1X (NaCl 140 mM,
KCl 2,7 mM, Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,3) para a expressao com o vetor pGEX.
Acrescentou-se lisozima (5 pg/mL), incubou-se em gelo e sonicou-se durante 10 s por 3 a 6
vezes em um sonicador Sonics VCX-750. Em seguida realizou-se a clarificacdo do extrato por
centrifugacdo a 20.000 g, 10 min 4°C. As fracdes insoluveis foram sonicadas novamente no
mesmo tampao acrescido de 2% de Triton X-100, clarificadas por centrifugacgao e ressuspendidas
em tampao de extracdo. As aliquotas das fragdes soliveis e insoluveis foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), corado com azul de coomassie, conforme

método descrito previamente (Laemmli, 1970).
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Construcao

pETSUMO LGI1

pETSUMO LGI1C

pETNusA LGI1C

pETMBP LGI1C

pETSUMO KvB1.3

pETSUMO ADAM22

PETNusA GFP

pETMBP GFP

Tabela 4: Construgdes testadas, cepas bacterianas e temperaturas de indugdo utilizadas.

Cepa de E. coli utilizada no
teste de expressao

BL21(DE3) pLysS, BL21(DE3) pRARE,
C41(DE3), C41(DE3) pRARE,
Origami2(DE3) pRARE

BL21(DE3) pRARE, BL21(DE3) pLysS,
C41(DE3), C41(DE3) pRARE

BL21(DE3) pRARE, BL21(DE3) pLysS,
C41(DE3) pRARE

BL21(DE3) pRARE, BL21(DE3) pTgroE

BL21(DE3) pRARE

BL21(DE3) pRARE

BL21(DE3)

BL21(DE3)

Temperatura
de inducao
testada

18° e 30°C

18° e 30°C

18°e 30°C

18°, 25° e 30°C

18°e 30°C

30°C

37°C

37°C

Teste de
solubilidade’

BL21(DE3)
pRARE
25° e 30°C

BL21(DE3)
pRARE
25° e 30°C

BL21(DE3)
pRARE
25° e 30°C

BL21(DE3)
pRARE 30°C
BL21(DE3)
pTgroE 30°C

Testes de purificagcio’

Origami2(DE3) pRARE
18° e 30°C
Ni-NTA

Origami2(DE3) pRARE
18°e 30°C
Ni-NTA

BL21(DE3) pRARE 30°C
Ni-NTA nativo (3 tampdes)
Ni-NTA desnaturante

BL21(DE3) pRARE ou pTgroE
25° e 30°C

Ni-NTA nativo (4 tampdes)
Ni-NTA desnaturante
Refolding em coluna

Amilose (4 tampdes)

BL21(DE3) pRARE
30°C
Ni-NTA e TALON

Origami2(DE3) pRARE
30°C

BL21(DE3)
37°C
Ni-NTA
BL21(DE3)
37°C
Ni-NTA

! Realizado em diferentes tampdes, alterando pH, forca ibnica e aditivos (como aminoécidos e detergentes).
% Apenas para cromatografia de afinidade. Indicamos a cepa bacteriana utilizada no teste de purificagdo, além da temperatura

utilizada.

Para os testes de solubilidade, 12 aliquotas de 2 mL do meio de cultura cada foram

ressuspendidas em tampodes especificos, variando pH, forga idnica e aditivos (como aminoacidos

e detergentes, tabela 5), de forma a se aproximar da composi¢do do tampao em que as proteinas

de interesse poderiam ser extraidas em maxima quantidade na fragao soluvel. As fracdes soltveis

e insoluveis foram tratadas como acima descrito.
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Ne do tampdo '?;f,'z,’;s T;ﬁ'zoc' NaCl Arginina  Glicina NP-a0  1Mon
1 20 mM — 150 mM - — — -
2 20 mM - 150 mM 100 mM - - -
3 20 mM - 150 mM - 100 mM - -
4 20 mM - 150 mM - - 0,1% -

5 20 mM - 500 mM - - - 0,1%
6 20 mM — 500 mM — — — -
7 - 20 mM 150 mM - — — -
8 - 20 mM 150 mM 100 mM - - -
9 - 20 mM 150 mM - 100 mM - -
10 - 20 mM 150 mM - - - 0,1%
1 - 20 mM 500 mM — - 0,1% -
12 - 20 mM 500 mM — — — -

Tabela 5: Tampdes para teste de solubilidade.

Testes de purificacdo protéica

O vetor de expressio pGEX-4T1 permite a expressdo de proteinas recombinantes
fusionadas a GST, glutationa-S-transferase, de Schistosoma japonicum (Nygren et al., 1994). Sua
purificagdo € possivel através de cromatografia de afinidade em resina Glutationa Sepharose 4B
(GE Healthcare), em que a proteina ¢ eluida em condi¢des pouco estringentes, com glutationa
reduzida (Smith & Johnson, 1988). Os extratos protéicos foram incubados com 100 pL da resina
por 1 h a 4°C com agitagdo constante. Apds esse periodo, a matriz foi transferida para coluna
BioSpin (BioRad) e lavou-se a resina com 1 mL de PBS 1X por 3 vezes, correspondendo a 30
volumes de coluna (cv). A eluicdo se dava com 100 pL de glutationa reduzida 10 mM em Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0, por trés vezes. As fracdes foram analisadas em gel SDS-PAGE.

Em relag¢do ao vetor pET32a, sua expressdo permite a fusdo com Trx, tioredoxina, de E.

coli (LaVallie ef al., 1993), seguido de uma cauda de poli-histidina (Hise) na por¢ao N-terminal
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da proteina de interesse, a mais utilizada cauda para sistema de expressao heterélogo (Gaberc-
Porekar & Menart, 2001). Esta cauda Hiss também esta presente nas fusdes expressas pelos
vetores pETSUMO, pETNusA e pETMBP, que codificam as caudas SUMO, pequeno
modificador semelhante a ubiquitina de Homo sapiens (Marblestone et al., 2006); NusA,
substancia A de utilizacdo N de E. coli (Davis et al., 1999) e MBP, proteina ligadora de maltose
de E. coli (di Guan et al., 1988; Fox & Waugh, 2003; Nallamsetty & Waugh, 2006),
respectivamente.

Por meio da cauda Hise, as proteinas recombinantes podem ser isoladas dos extratos
celulares por cromatografia de afinidade em metal imobilizado (IMAC, do inglés Immobilized
Metal Affinity Chromatography). O extrato protéico foi incubado com 100 pL da resina Ni-NTA
Superflow (Qiagen) por 1h, em temperatura ambiente (25°-30°C), em um agitador rotatorio.
Apos esse periodo, a matriz foi transferida para uma coluna BioSpin (BioRad) e as proteinas
eluidas em um gradiente crescente de imidazol (de 5 a 200 mM). No caso da captura em
condicdo desnaturante, tanto para NusA-LGI1C quanto para MBP-LGI1C, utilizou-se uréia 8M
no tampao de extragdo. Para o teste de renaturagdo em coluna, apenas para MBP-LGI1C, seguiu-
se o protocolo de Oganesyan et al. (2004; 2005).

Para os testes de purificacdo da construgdo NusA-LGI1C por troca ionica, utilizou-se as
colunas HiTrap DEAE FF e HiTrap Q FF, ambas de 1 mL (GE Healthcare). A proteina foi
extraida no tampao A (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 0,5 mM) e
a eluicdo se deu em um gradiente de sal (NaCl até 1M). Para os testes de captura por interagao
hidrofobica desta mesma construgdo, utilizou-se as colunas HiTrap Phenyl FF (high sub) e
HiTrap Phenyl FF (low sub) e HiTrap Butyl FF (GE Healthcare), todas de 1 mL. Utilizou-se o

tampao A acrescido de 1 M de sulfato de amodnio e a elui¢do se deu em gradiente decrescente de
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sal. Todas as colunas da GE Healthcare foram utilizadas no sistema FPLC (Amersham
Biosciences).

Para os testes de captura da constru¢do MBP-LGI1C através da resina de amilose (New
England Biolabs), foram testados quatro diferentes tampdes com a co-expressao das
chaperoninas GroEL-GroES: tampao 6 (Bis-Tris 20 mM, pH 6,8, NaCl 500 mM); tampao 7
(Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM), tampao 8 (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM,
arginina 100 mM) e tampao 10 (Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 0,1%),
todos acrescidos de DTT 1 mM (tabela 5), pois a proteina LGI1C apresenta trés cisteinas (anexo
2). Em relagdo a expressdo desta construcao apenas com o vetor pRARE, testou-se a captura com
os tampodes 6 ¢ 7. Passou-se o extrato celular pela resina de amilose (1,0-1,5 mL para cada 100
mL de extrato), em coluna de gravidade BioSpin (BioRad), sendo que as proteinas foram eluidas
com maltose 10 mM em 15 volumes de coluna (cv).

No caso da cromatografia por filtracdo em gel, utilizou-se a coluna Superdex 200 10/300
GL de 24 mL (GE Healthcare), no sistema FPLC, para a amostra MBP-LGI1C/GroEL. A coluna
foi equilibrada em tampao TEV modificado (Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, DTT 1
mM, EDTA 0,5 mM). O fluxo utilizado foi 0,4 mL/min, sendo o comprimento da corrida 1,5 cv,
tendo sido aplicado aproximadamente 2,2 mg de proteina.

Para os testes de purificagdo da constru¢do MBP-LGI1C/GroEL por troca anidnica,
utilizou-se as colunas HiTrap DEAE FF e HiTrap Q FF de 1 mL, e as colunas HiTrap CM FF e
HiTrap SP FF, ambas de 1 mL também (GE Healthcare), para troca catidnica. Foram utilizados
ainda os tampdes 6 ¢ 7 com baixa concentragdo de sal (tampdes 6A e 7A, respectivamente, com
NaCl 20 mM) e a eluicdo em um gradiente crescente de sal (NaCl 1M). Em relagdo aos testes de

purificagdo da constru¢do MBP-LGI1C, utilizou-se as colunas HiTrap DEAE FF e HiTrap Q FF,
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ambas de 1 mL, utilizando-se apenas o tampao 7A. Todas essas corridas foram realizadas em

FPLC.

SDS-PAGE ndo reduzido

Para se avaliar o estado de agregacdo da constru¢do MBP-LGIIC com ou sem a co-
expressdo do sistema GroEL-GroES, realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida sem a
adi¢ao de agente redutor ao tampao de amostra (Ausubel et al., 1998). Além disso, as amostras
analisadas ndo foram desnaturadas a 90°C, como comumente se realiza no sistema SDS-PAGE

reduzido.

Anadlise por western blot

Utilizou-se um antisoro anti-LGI1 gentilmente fornecido pelo Dr. Jordi Pérez-Tur
(Instituto de Biomedicina de Valéncia; veja Morante-Redolat er al., 2002). O antisoro foi
purificado utilizando uma coluna HiTrap rProteina A FF de 1 mL (GE Healthcare), em
cromatografo FPLC (Amersham Biosciences).

O anticorpo secundario (anti-rabbit 1gG) conjugado a fosfatase alcalina foi adquirido da
Sigma-Aldrich e a membrana Hybond-C da GE Healthcare.

Seguiu-se protocolo de Sambrook et al. (1989). De maneira sucinta: entre 40 e 60 pg de
proteina, quantificados através de absorbancia a 280 nm, foram fracionados em gel de SDS-
PAGE 10% e transferidos para as membranas utilizando um aparato horizontal electroblot semi-
seco (Amersham Biosciences). Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas em

temperatura ambiente por 2 h com TBS leite (TBS 1X: Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, NaCl 140 mM,
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acrescido de leite desnatado desidratado 5% (m/v) para reduzir ligacdes inespecificas). Para o
antisoro anti-LGI1 purificado utilizou-se a dilui¢ao 1:250 em TBS leite, incubando-se com as
membranas por 16 h em temperatura ambiente, em agitacdo constante. As membranas foram
lavadas duas vezes com TBS 1X antes de incuba-las com o anticorpo secundario (1:20.000) por
1 h em temperatura ambiente. As bandas imunoreativas foram detectadas usando como substrato

BCIP/NBT (Fermentas) para a fosfatase alcalina.

Digestdao em gel e andlises por espectrometria de massas

Realizou-se a digestdo das bandas ou spots de interesse essencialmente como descrito por
Smolka (2002). Resumidamente, os spots foram picotados, lavados por 10 min com acetonitrila
50% e bicarbonato de amonio 25 mM, em seguida lavados com agua Milli-Q, e depois lavados
duas vezes 10 min cada com acetonitrila 100% (para remocao do corante azul de coomassie).
Desidratou-se os mesmos em speedvac por 40 min. Os spots foram reidratados em solucao de
tripsina modificada grau seqiienciamento (Promega) 1 ug em 80 pL de solugdo basica de
bicarbonato de amoénio. A reagdo foi incubada em gelo por outros 40 min e em seguida aquecida
a 37°C por 15 h.

Apos esse periodo de digestdo enzimatica, os peptideos tripticos foram extraidos do gel
por eluicdo passiva. Recuperou-se a solu¢do em tubo eppendorf novo, contendo acetonitrila 50%
e acido formico 5%. Ao gel restante, adicionou-se bicarbonato de aménio 50 mM por 20 min.
Esta solucao foi recuperada. Ao gel adicionou-se ainda acetonitrila 50% e acido formico 5% por
duas vezes e recuperou-se a solugdo. Os peptideos foram concentrados em speedvac até o

volume de aproximadamente 20 uL. e congelados a —20°C.
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As andlises de fingerprinting dos peptideos tripticos (PMF, peptide mass fingerprinting)
(Shevchenko et al., 1996) foram realizadas no espectrometro de massas Voyager-DE PRO
MALDI-TOF (Applied Biosystems) ou Q-TOF Ultima API (Waters/Micromass). No caso da
analise por MALDI-TOF, 0,5 uL da amostra foi plaqueada com 0,5 pL da solugdo de matriz,
composta de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (Sigma) a 10 mg/mL em agua/acetonitrila (1:1,
v/v) e 0,1% acido formico. No caso da andlise por electrospray, os peptideos tripticos foram
aplicados e desalinizados numa coluna Waters Opti-Pak C18. A amostra foi eluida da coluna a
250 nL/min utilizando como fase moével adgua/acetonitrila (1:1, v/v) e acido formico 0,1%. As
condi¢des utilizadas do espectrometro foram 3 kV para o spray, 100 V para o cone ¢ o gas do
cone num fluxo de 30 L/h, sendo a temperatura da fonte 100°C. O espectro final foi processado

usando o programa MaxEntl (Waters/Micromass).
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3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagens iniciais dos genes LGIs e subclonagem de LGI1 e porgoes truncadas

As seqliéncias codificadoras das proteinas LGI1 (AA 1-557), suas formas truncadas N-
(AA 1-222) e C-terminal (AA 224-557), LGI2, LGI3 e LGI4 foram clonadas em pGEMT-easy,
sendo que a presenca dos insertos foi confirmada por digestao enzimatica ou PCR de coldnia e
sua integridade por seqiienciamento automatico. Encontrou-se especial dificuldade na clonagem
das seqiiéncias codificadoras de LGI3 e LGI4. De acordo com Senechal e colaboradores (2005),
o cDNA completo da LGI4 mostrou-se bastante instavel nas cepas bacterianas utilizadas por
eles.

Subclonou-se LGI1, LGIN e LGIC em pET32a e LGIl e LGIC em pGEX-4T1. As
tentativas de subclonagem do fragmento N-terminal em pGEX-4T1 falharam, assim como em
pSV282. Muito provavelmente devido a formacdo de estrutura secundaria do inserto de DNA
(Zuker, 2003), o que impossibilitou a subclonagem desta por¢ao da proteina.

Procurou-se ainda a subclonagem do gene inteiro e da por¢ao correspondente ao dominio
epitempina no vetor pSV282, cedido pela Prof*. Laura Mizoue, do Centro de Biologia Estrutural
da Universidade de Vanderbilt. Este vetor permite a expressdo de proteinas fusionadas ao C-
terminal de MBP, e entre a proteina carreadora e a proteina passageira, ha a presenga de um sitio
de clivagem para a protease TEV. Entretanto, o sitio de clonagem 5’ do vetor € BamHI, ¢ o gene
LGII apresenta este mesmo sitio no final de sua seqiiéncia codificadora, regido correspondente a
porcao C-terminal da proteina (anexo 1, sitio indicado). Por isso a impossibilidade de se utilizar

desse sitio para clonagem. Diversas tentativas de digestao parcial foram infrutiferas.
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Testes de expressdo e de purificagcdo

Os clones dos vetores pET32a nao expressaram a proteina recombinante. A fim de sanar
qualquer divida quanto a sua expressdo, foi realizado um teste de purificagdo por afinidade,
através da resina Ni-NTA, tanto para a proteina inteira quanto para as contrugdes LGIIN e
LGI1C. Entretanto, confirmou-se a ndo expressao destas mesmas (figuras 3 e 4).

Como a proteina inteira fusionada & GST ¢ soltivel em sistema de expressao eucaridtico
(site da Abnova; veja enderecos eletronicos), investiu-se na expressao da forma inteira ¢ do C-
terminal fusionados a GST, mas, utilizando sistema de expressdo procariotico. Como dito
anteriormente, o clone N-terminal ndo foi obtido. A proteina inteira fusionada a cauda de GST
tem massa molar predita de 90 kDa e a constru¢cdo LGI1C fusionado a cauda tém massa molar
predita de 65 kDa. Todavia, em ambos os casos, a proteina foi expressa na forma insolavel
(figura 3). Testaram-se diversas temperaturas, privilegiando as mais baixas, de forma a favorecer
sua solubilizagdo. Realizou-se um teste de purificagdo com a resina Glutationa Sepharose 4B,
mas nao foi possivel recuperar a proteina na fragao soluvel (dados ndo mostrados).

A expressao de proteinas humanas em sistema procaridtico ¢ de fato desafiadora (Hannig
& Makrides, 1998; Baneyx, 1999; Terpe, 2003; Sorensen & Mortensen, 2005a ¢ 2005b). A
proteina humana LGIl ainda apresenta algumas particularidades que dificultam
consideravelmente sua expressdo na forma soluvel em Escherichia coli: é uma proteina
relativamente grande (aproximadamente 63 kDa); sabe-se que ¢ secretada (Senechal et al., 2005)
e glicosilada em trés sitios (Sirerol-Piquer et al., 2006) e possui ainda treze residuos de cisteina
(anexo 2). Além das caracteristicas intrinsecas da proteina, a bactéria E. coli ¢ incapaz de realizar
modificagdes pods-traducionais, como a N-glicosilagdo, sendo sua principal desvantagem a

possibilidade de haver um incorreto enovelamento das proteinas heterologas, o que exige muitas
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vezes a aplicagdo de um protocolo de solubilizagdo e re-enovelamento (Clark, 1998; Lilie et al.,

1998; Carrio & Villaverde, 2002).
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Figura 3: Analise em gel SDS-PAGE 10% para verificag@o das fragdes soluveis e insoluveis dos testes de expressao
com os clones fusionados a GST (pGEX-4T1) e Trx (pET32a). Para cada construcdo testou-se a expressdo de trés
clones distintos. Legenda: 1, fragdo ndo induzida; 2, fragdo induzida; 3, fracdo insoliivel. As massas moleculares
preditas para cada construcdo sdo as seguintes: GST-LGI1: 90,4 kDa; GST-LGI1C: 65,7 kDa; Trx-LGI1: 81,7 kDa;
Trx-LGIIN: 42,6 kDa e Trx-LGI1C: 57,0 kDa. Observa-se que as fusdes com GST sdo insoliiveis (canaletas 3 de
cada clone testado) e que ndo houve expressao protéica com as fusdes com Trx. Analisou-se a temperatura de 25°C

neste gel.
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Figura 4: Analise em gel SDS-PAGE 10% do teste de purificagdo da proteina Trx-LGI1. A massa molar esperada ¢é
de 81,7 kDa. Legenda: ET, extrato total; L, lavagens com tampao de extragdo. Eluicdo: com gradiente crescente de
imidazol (de 5 a 200 mM). Observa-se que ndo ha a proteina no tamanho esperado, apenas os contaminantes
habituais de E. coli estdo presentes no gel. Os testes de purificagdo com as construgdes Trx-LGIIN e Trx-LGI1C

apresentaram o mesmo perfil protéico, indicando que também ndo foram expressas.
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Deve-se ainda levar em consideragdo o carater redutor do citoplasma desta bactéria
(Clark, 1998; Lilie et al., 1998), ja que a formacao de pontes dissulfeto normalmente nao ocorre
neste compartimento celular. Outra caracteristica relevante de E. coli ¢ seu “codon usage’:
muitos codons utilizados em organismos eucariotos sdo raros em procariotos (Nakamura et al.,
2000). Os aminoacidos menos freqiientemente utilizados em E. coli sdo arginina, isoleucina,
prolina e serina, bastante comuns em organismos eucariotos (Zhang et al., 1991; Kane, 1995;
Novy et al., 2001). A seqiiéncia codificadora da LGI1 apresenta muitos cédons raros em E. coli
(anexo 1).

Como tentativa de favorecer a correta formagao das ligagdes dissulfeto, utilizamos a cepa
Origami(DE3), deficiente nos genes gor (glutationa redutase) e #7xB (tioredoxina redutase), que
facilitam a formagdo deste tipo de ligagdo no citoplasma de E. coli (Bessette et al., 1999). Além
disso, utilizamos freqiientemente o plasmidio pRARE (Novy et al., 2001) co-transformado nas
cepas utilizadas, de forma a aliviar a maquinaria de transcricdo com codons raramente usados em

E. coli.

Novas subclonagens

Subclonou-se com sucesso o gene LGI! inteiro no vetor de expressao pETSUMO, assim
como a por¢do correspondente ao dominio C-terminal (LGIIC) nos vetores pETSUMO,
pETNusA e pETMBP. Além disso, subclonou-se os genes humanos Kvf1.3 e ADAM?22 no vetor
pETSUMO para ensaios de interagdo proteina-proteina.

A proteina KvB1.3 (AA 1-401) apresenta solubilidade razodvel em bactéria (dados ndo
mostrados). Todavia, ndo foi possivel sua captura através de cromatografia de afinidade em

niquel imobilizado. Em relagdo a proteina ADAM?22 (AA 1-859), adotamos como estratégia

33



inicial a amplificacdo do fragmento correspondente a sua por¢do N-terminal extracelular (AA 1-
767). Entretanto, a por¢do 5’ da seqiiéncia codificadora apresentava porcentagem de GC muito
alta, o que impossibilitou a amplificagdo por PCR. Novo par de oligos foi sintetizado,
compreendendo a porg¢ao correspondente aos aminoacidos 233-718. A amplificagdo por PCR foi
alcancada e o produto foi corretamente ligado ao vetor pETSUMO. Mas, nos testes de expressao
e solubilidade iniciais, a proteina mostrou-se insoluvel (dados ndo mostrados).

Schulte et al. (2006) observaram a associacdo da LGI1 com o canal de potassio Kvl.1
intracelularmente, através da subunidade KvB1.3. Apesar de seu grupo mostrar evidéncias dessa
interagdo, Fukata e colaboradores (2006) questionaram esses dados e mostraram de maneira
bastante elegante e robusta que a LGI1 ¢ secretada pela célula e interage com a proteina
ADAM?22.

A exportagdo da LGI1 para fora da célula foi confirmada pelo grupo de Jordi Pérez-Tur
(Sirerol-Piquer et al., 2006) e por Senechal e colaboradores um ano antes (2005). Curiosamente,
Schulte também identificou a proteina ADAM?22 em suas fracdes de membrana plasmatica

purificadas através de anticorpo anti-LGI1 imobilizado.

Testes de expressao e de solubilidade dos novos clones

Nos ultimos anos, novas caudas de fusdo tém sido testadas, ndo apenas como forma de
facilitar a detec¢ao ou a purificacdo das proteinas de interesse através de cromatografia de
afinidade, como se tem tornado claro um efeito positivo no rendimento, solubilidade ¢ mesmo no
enovelamento de suas proteinas parceiras (Waugh, 2005). Como evidentemente ndo existe uma
cauda unica que satisfaga todos os parametros citados, diferentes caudas sdo combinadas

tomando-se partido das vantagens de cada uma. Em uma estratégia genérica (Tropea et al.,
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2007), utiliza-se uma pequena cauda de poli-histidina (Hisg) para facilitar a purificacdo da
proteina recombinante através de IMAC, seguida de MBP para aumentar o rendimento e
solubilidade da proteina parceira (Pryor & Leiting, 1997). A proteina, apds sua purificacao, pode
ser clivada in vitro com a protease TEV (tobacco etch virus), também com cauda Hiss para
separar a proteina carreadora e a protease. Em uma abordagem alternativa, pode ser realizada a
clivagem in vivo, através do que se denominou processamento interno controlado (CIP,
Controlled Intracellular Processing; Kapust & Waugh, 2000). E possivel, através desta
metodologia in vivo, avaliar se a clivagem da cauda causara problemas futuros de precipitagao
quando realizados in vitro.

Utilizamos esta estratégia genérica, ndo s6 com MBP como cauda “solubilizadora”, mas
também NusA e SUMO. Estas proteinas, em especial MBP e NusA, sdo bem conhecidas em sua
capacidade de aumentar a solubilidade da proteina parceira, como favorecem também o correto
enovelamento das mesmas (Marblestone ef al., 2006; Nallamsetty & Waugh, 2006). Assim,
diversas cepas, construgdes e condi¢des de expressdo foram testadas a fim de se superar os
obstaculos apresentados na expressdo da proteina humana LGI1 em sistema procaridtico (tabelas
3e4).

Testou-se ainda doze diferentes tampoes de extragdo protéica (tabela 5), utilizando a cepa
BL21(DE3) pRARE, uma vez que a LGII apresenta diversos coddons raros em E. coli (anexo 1).
As construcdes fusionadas a SUMO foram as mais insolaveis (figura 5), tanto a proteina inteira
como sua por¢do C-terminal. Das trés fusdes, NusA foi de fato a que apresentou maior
capacidade de solubilizagdo para a proteina LGI1C. Dos doze tampdes testados, observou-se
proteina soluvel em sete condigdes (figura 6). Entretanto, em uma condigdo especifica (tampao
2), a presen¢a do aditivo arginina tornou sua solubilidade enorme. No tampao 8 também ha

arginina, mas a quantidade de proteina na fragdo solivel ¢ comparavel a existente em outras
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condigoes, excetuando-se a condicao 2. O tampao 8 ¢ alcalino (pH 8,0), enquanto o tampao 2 ¢
levemente acido (pH 6,8). Esta solubilidade enorme no tampao 2 por si s6 atrai aten¢ao, mas ha
ainda o fato da arginina ser reconhecida como supressora de agregacao e reduzir interagdes
proteina-proteina (Tsumoto et al., 2004; Tsumoto et al., 2005). Esta ¢ uma evidéncia indireta do
estado de agregacdo desta construcdo: sem a presenca do agente supressor de agregacao, a maior
parte da proteina vai para a fragdo insolivel do extrato protéico. Fukata et al. (2006) propde em

seu trabalho que a LGI1 ¢ um oligébmero, o que vai de acordo com esta evidéncia.
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Figura 5: Testes de solubilidade com as proteinas (A) SUMO-LGI1, de aproximadamente 73,4 kDa e (B) SUMO-
LGIIC, de aproximadamente 52,3 kDa. Gel SDS-PAGE 10%. Estdo indicados abaixo de cada gel os tampdes
utilizados, numerados de 1 a 12, de acordo com a tabela 5 (p. 24). Legenda: S, fragdo soluvel; I, fragdo insoluvel.
Marcador de massa molar indicado. A temperatura de indugdo testada foi de 30°C. Foram ainda feitos testes de

purificagao por IMAC, mas ndo se capturou proteina soluvel.
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Em relacao ao teste de solubilidade da fusdao com MBP, nao se verificou o mesmo efeito
da arginina na solubilidade. A diferenca em relacdo aos outros tampdes ¢ apenas modesta,
quando comparada com NusA-LGI1C. Todavia, dos doze tampodes testados, seis apresentaram
proteina soluvel (figura 7). No caso do teste de solubilidade de MBP-LGIIC co-expressando o
vetor pTgroE, observou-se que GroEL-GroES ¢ capaz de tornar a constru¢gdo um pouco mais

soluvel que a co-expressdo de codons raros em E. coli, através do vetor pRARE (figura 8).
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Figura 6: Teste de solubilidade com a proteina NusA-LGI1C, de aproximadamente 96,3 kDa. Gel SDS-PAGE 10%.
Estao indicados os tampdes utilizados, numerados de 1 a 12 (p. 24), na parte de baixo do gel. Legenda: S, fragdo
soluvel; I, fracdo insoluvel. Marcador de massa molar indicado. A temperatura de inducao testada foi de 30°C.

Apesar de apresentar proteina na fracdo soluvel em mais de um tampdo, a condi¢cdo 2, com arginina, foi a que

chamou mais ateng@o.

S 1S 1S1 S1 S 1| S S 1S 1 S1 SI1 S 1S

kDa b

116 - = =
66,2 - -l . w oW oW e diSE Al B - -

% = —_ —_— — -— - 4 = & & t - —

35 = Bk A

25 e Sad TN -

— — — — — — \—-‘
1 2 3 4 5 6

Figura 7: Teste de solubilidade com a proteina MBP-LGI1C, de aproximadamente 82,0 kDa. Gel SDS-PAGE 10%.
Estao indicados os tampdes utilizados, numerados de 1 a 12 (p. 24), na parte de baixo do gel. Legenda: S, fragdo
soluvel; I, fragdo insolivel. Marcador de massa molar indicado. A temperatura de indugdo testada foi de 30°C.
Observou-se apenas uma diminui¢do na fracdo insoluvel na condi¢do 7 sem um correspondente aumento da fracao

soluvel. A fragdo mais solivel foi a apresentada pelo tampao 8.
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Figura 8: Teste de solubilidade com a proteina MBP-LGI1C, de 82,0 kDa, co-expressando pT-GroE. GroEL tém
aproximadamente 60 kDa. GroES tém aproximadamente 14 kDa e ndo aparece no gel. Gel SDS-PAGE 10%. Estao
indicados os tampdes utilizados, numerados de 1 a 12, na parte de baixo do gel. Legenda: S, fragao soluvel; I, fragdo
insoluvel. Marcador de massa molar indicado. A temperatura de indugdo testada foi de 30°C. Observa-se um
discreto incremento geral na quantidade de proteina soluvel no extrato em relacdo a utilizagdo do vetor pPRARE

(figura 7).

Testes de purificacdo das novas construgoes

Nao foi possivel a captura, através de IMAC, das fusdes SUMO-LGI1 e SUMO-LGIIC,
confirmando o que os testes de solubilidade mostraram: essas constru¢des nao siao soluveis.
Também ndo foi possivel capturar a construgdo SUMO-Kv[1.3, apesar de apresentar bom nivel
de solubilidade no extrato protéico, como julgado por SDS-PAGE. Por se tratar de uma proteina
relacionada a canal de membrana, sua expressao e purificacdo, aliada a um passo cristalografico,
se torna especialmente desafiadora. Em virtude dessas dificuldades associadas a proteinas
integrais ou associadas @ membrana, o nimero de estruturas tridimensionais resolvidas em nivel
atdmico permanece insignificante, quando comparado as outras classes de proteinas (Niegowski
et al., 2000).

Estas mesmas dificuldades se aplicam a LGI1. Por se tratar de uma proteina humana que
sofre modificacdo pos-traducional (Sirerol-Piquer et al., 2006), sua expressdo em procarioto

encontra grandes obstaculos (Hannig & Makrides, 1998; Baneyx, 1999; Terpe, 2003; Sorensen
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& Mortensen, 2005a e 2005b). A proteina completa apresenta ainda treze residuos de cisteina, e
como o citoplasma bacteriano possui carater redutor (Clark, 1998; Lilie et al., 1998), a correta
formacgao das ligacdes dissulfeto ¢ prejudicada, sendo impedida.

J& mencionamos que a proteina LGI1 tem sua producao dificultada pelo “codon usage”
de E. coli (Nakamura et al, 2000). Como o numero de cisteinas presente pode trazer
complicacdes adicionais, decidiu-se investir sobretudo na regido C-terminal da proteina (AA
224-557), que engloba o dominio EPTP. Nesta por¢ao, ha apenas trés cisteinas e o namero de
codons raros ¢ aliviado em comparagdo com a forma completa (quarenta e sete codons raros
neste ultimo contra vinte e sete do primeiro; anexo 1). Adicionalmente, as mutagdes descritas na
literatura, os dados apresentados por Fukata et al. (2006) e Sirerol-Piquer et al. (2006) e as
poucas informagdes a respeito do dominio EPTP foram argumentos decisivos que demonstraram
a importancia de se conhecer melhor este dominio.

Os testes de captura da proteina NusA-LGI1C foram todos infrutiferos, apesar de seu
nivel de expressao ter sido o melhor dentre todas as fusdes construidas e testadas (figura 6). A
presenga de arginina no tampao de extracdo inibiu a captura da cauda Hiss da proteina por
IMAC. E, dado inesperado, mesmo em condi¢do desnaturante, ndo foi possivel sua captura
(dados ndo mostrados), provavelmente devido a formacdo de complexos agregados com acidos
nucléicos. Como a cauda de histidina ndo estava acessivel, buscou-se sua captura através de
cromatografia convencional: troca idnica e interacdo hidrofobica. Entretanto, igualmente ndo se
obteve sucesso. A provavel oligomerizacdo impede sua captura, seja explorando interacdes
ionicas ou hidrofobicas.

As mesmas dificuldades foram enfrentadas com a afinidade a niquel pela fusio MBP-
LGIIC. Seja em condigdo nativa ou desnaturante, seja partindo-se de corpusculos de inclusio

para renaturacdo em coluna, nada foi obtido. Tomou-se partido da natureza dupla desta
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construgdo: a proteina ligadora de maltose (MBP) ¢ uma cauda natural de afinidade (Nallamsetty
& Waugh, 2006). Testou-se a ligacdo desta proteina a seu substrato natural maltodextrina
(Routzahn & Waugh, 2002) e, finalmente, apds essa longa série de testes, obteve-se a captura da
proteina recombinante (figura 9). Observou-se niveis diferentes de captura entre MBP-LGI1C
pRARE e MBP-LGIIC/GroEL (figura 9). Como num primeiro momento importa mais a
quantidade do que a pureza da proteina para estudos estruturais, buscamos separar a chaperona
GroEL de MBP-LGIIC. Realizou-se inicialmente uma corrida de filtragdo em gel na coluna
Superdex200 (GE Healthcare), mas ndo alcancamos a separagdo entre as duas por este método
no tampao utilizado (figura 10); deve-se levar em consideracdo ainda que sdo proteinas de
tamanhos muito proximos (~82,0 kDa para MBP-LGI1C e ~60,0 kDa para GroEL), diferenca

pequena para a capacidade de resolugdo da coluna utilizada.
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Figura 9: Perfil cromatografico da purificagdo de MBP-LGI1C por amilose (2 esquerda co-expressando cddons
raros com pRARE e a direita co-expressando GroEL-GroES com pT-groE). Gel SDS-PAGE 10%. Legenda: FT,
proteinas ndo ligadas apds passarem pela coluna de afinidade; P, fragdo insolivel; W, lavagem; E, eluigdo em trés
passos com maltose 10 mM. Marcador de massa molar indicado. A temperatura de indugdo utilizada foi de 25°C
GroEL auxilia um pouco o aumento da solubilidade da proteina de fusio, quando comparada com pRARE. E

possivel observar a quantidade habitual de contaminantes que eluem juntamente com a proteina alvo.

Utilizamos em seguida duas colunas de troca anionica e duas de troca catidnica, em dois

tampodes diferentes, um alcalino e outro acido. Oito diferentes corridas cromatograficas foram
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realizadas e os melhores resultados ocorreram com a troca anionica: a amostra interage com a
coluna, entretanto, ndo obtivemos a separagao desejada entre GroEL e MBP-LGI1C. (figura 11).
Realizou-se 0 mesmo teste de purificagdo por troca anidnica com a amostra MBP-LGI1C

pRARE, mas nao se obteve a pureza, a separagdo e a quantidade almejadas.
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Figura 10: Perfil cromatografico da purificagdo de MBP-LGI1C/GroEL por filtragdo em gel na coluna Superdex
200. Gel SDS-PAGE 10%. Legenda: L, amostra aplicada na coluna; 1, 2, 3 e 4, picos da corrida cromatografica.
Marcador de massa molar indicado. Nao foi possivel a separacdo entre GroEL e MBP-LGIC. Apesar de ndo ter
havido uma corrida de calibragdo da coluna com marcadores de massas conhecidas, é possivel verificar que a
presenca de trés picos distintos com perfis semelhantes indicam conformagdes distintas, ou, em outras palavras, uma

populagdo heterogénea de macromoléculas.
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Figura 11: Amostras fracionadas em cromatografia de troca ionica. Gel SDS-PAGE 10%. Legenda: L, amostra
aplicada na coluna; DEAE ¢ Q, colunas de troca anionica; CM ¢ SP, colunas de troca catidnica. Marcador de massa
molar indicado. Nao se obtém a separagdo entre GroEL ¢ MBP-LGIIC. Obtém-se apenas a separagdo das bandas
contaminantes abaixo de 50 kDa, provenientes da purificacdo por amilose, em coluna HiTrap Q FF (indicado por

Q). Adicionalmente, observou-se que, no meio acido utilizado (pH 5,2), ocorria precipitagdo mais forte da amostra.
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Western blot e gel desnaturante nao reduzido

Com o anticorpo anti-LGI1 cedido pelo Dr. Jordi Pérez-Tur e purificado em nosso
laboratério, observou-se que as constru¢des NusA-LGI1C e MBP-LGI1C apresentavam diversas
bandas de proteinas degradadas (figuras 12). Além disso, nota-se que o padrao de degradacao ¢
muito semelhante. No caso da MBP-LGI1C, mesmo com a utilizagdo de inibidor de protease
PMSF nao se verificou diferenga no padrao de degradagdo. O resultado obtido com western blot
indica que: a) PMSF nao foi eficiente para inibir a degradagdo observada; b) a proteina ¢
instavel. Inesperadamente, o anticorpo anti-LGI1 reconheceu também a chaperonina GroEL.
Andlises por espectrometria de massas confirmaram a identidade da chaperonina. Provavelmente
ha a formagao de um complexo inespecifico MBP-LGI1C/GroEL/MBP-LGI1C ou GroEL/MBP-
LGI1C/GroEL.

Para tentarmos compreender em que estado de oligomerizagdo estavam as amostras de
MBP-LGII1C produzidas, realizamos uma corrida de SDS-PAGE nao reduzido (figura 13). Apos
alguns dias a 4°C, algumas amostras passaram a apresentar bandas de alta massa molar, um forte
indicativo de agregacao (figura 13).

Tivemos assim um quadro bastante amplo do estado da constru¢do MBP-LGI1C: ndo sé

apresenta diversas bandas de degradagdo, como ainda agrega em solug¢ao.
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Figura 12: Western blot anti-LGI1 contra NusA-LGI1C e contra MBP-LGI1C. (A) Gel SDS-PAGE 10% do teste de
purificagdo de NusA-LGIIC em resina Ni-NTA, utilizando-se os tampdes 2 (Bis-Tris 20 mM, pH 6,8, NaCl 150
mM e arginina 100 mM) e 7 (Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM), conforme tabela 5. (B) Western blot anti-
LGI1 do mesmo gel em (A). (C) Gel SDS-PAGE 10% da purificacdo de MBP-LGI1C por amilose com pRARE e

pT-groE. (D) Western blot anti-LGI1 do mesmo gel em (C). Legenda: FT, proteinas ndo ligadas apds passarem pela

coluna de afinidade; P, fragdo insoliivel; W, lavagem; E, eluicdo com eluente especifico. Marcador de massa molar

indicado. S@o0 observadas diversas bandas de degradagédo, tanto com NusA-LGI1C quanto com MBP-LGI1C. Nao

foi possivel a captura da construgdo NusA-LGIIC por IMAC. A proteina GroEL (~60,0 kDa) também foi

reconhecida pelo anticorpo.
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Figura 13: Gel SDS-PAGE 10% de MBP-LGIIC. (A) Gel desnaturante reduzido. (B) Gel desnaturante ndo
reduzido das mesmas amostras em (A). Legenda: 1, 2 e 3, MBP-LGI1C sem GroEL por 22, 20 e 15 dias,
respectivamente, a 4°C; 4, MBP-LGI1C com GroEL por 15 dias a 4°C; 5 ¢ 6, MBP-LGI1C com GroEL, em tampéo
6 ¢ 7 (p.24); 7, MBP-LGI1C com GroEL aplicada em DEAE FF; 8, MBP-LGI1C sem GroEL aplicada em Q FF; 9,
MBP-LGIIC com GroEL por 6 dias a 4°C. Marcador de massa molar indicado em (A) e albumina bovina, BSA,

como padrio em (B), que apresenta forma monomérica de aproximadamente 60 kDa e outra dimérica de

aproximadamente 120 kDa. Observa-se em (B) a presenca de diversas bandas de alta massa molar.
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3.3 ANALISES ADICIONAIS FINAIS

Na busca por dados estruturais da proteina LGI1, submetemos a amostra MBP-LGIC sem
GroEL a analises por espalhamento de luz dindmico (DLS). A proteina fresca foi dialisada por
16 h em diferentes tampoes, a fim de se determinar um tampao 6timo, ou a0 menos se aproximar
de um (tabela 6). Adicionalmente, obteriamos informacgdes diretas de seu estado de agregacgao.
As amostras foram centrifugadas previamente a 20.000 g por 10 min a 4°C e analisadas a 25°C
no equipamento DynaPRO-MS/X (Protein Solutions) com temperatura controlada. Os dados

foram obtidos através do programa DYNAMICS versdo 6.2.

N2 da amostra Condicao Tampao l}iﬁ::;%
1 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 150 pyL
2 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM 150 pyL
3 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM, DTT 1 mM 150 pL
4 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM 150 pL
5 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM 150 pL
6 fresca Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, glicerol 5% 150 uL
7 fresca acido acético 20 mM, pH 5,2 150 uL

Tabela 6: Amostras analisadas por DLS.

O espalhamento de luz ¢ uma das maneiras mais comumente utilizadas para se
caracterizar macromoléculas. Utilizando equipamentos modernos de DLS, ¢ possivel obter uma
massa molar média, o coeficiente de difusdo e o raio hidrodindmico da proteina (Bloomfield,
2000). Adicionalmente, requer volumes pequenos (no minimo 60 pL, conforme a cubeta
utilizada) e quantidades modestas de proteina (em geral se utiliza a 1 mg/mL), além da rapidez

na aquisicao e simplicidade de manipulagao da técnica.
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Por ser uma técnica ndo destrutiva e ndo invasiva, este método possibilita ainda o estudo
da proteina em solu¢do, em condicdes proximas da fisiologica (Murphy, 1997); o estudo de
agregacgao protéica (Philo, 2006), uma ampla gama de processos dindmicos (Suissa et al. 2007),
como método diagnostico para o crescimento de cristais de proteina (Wilson, 2003), além de
permitir o estudo de estabilidade estrutural, desnaturacao térmica, conformagdo, entre outros.
Adicionalmente, o DLS ¢ bastante sensivel a pequenas quantidades de agregados (Papish et al.,
2002).

O comportamento hidrodindmico e a intensidade de luz espalhada sdo fungdes nao
lineares do tamanho, devido a interagcdes hidrodindmicas no caso de particulas compostas por
multiplas subunidades, e interferéncia intraparticula caso a particula apresente tamanho
comparavel ao comprimento de onda da luz espalhada (Bloomfield, 2000). O coeficiente de
difusdo depende da concentracdo protéica. Através deste coeficiente é possivel determinar o raio
hidrodindmico da proteina. Assim, a intensidade do espalhamento mensurado ¢ diretamente
proporcional & massa molar, que por sua vez ¢ proporcional ao raio.

Em todas as amostras de proteina analisadas obtivemos um raio de giro entre 10 ¢ 100 nm
(figura 14), indicando agregacao.

Foram realizadas ainda analises de espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS), que
permite o conhecimento da estrutura tridimensional protéica em baixa resolugdo. E possivel
obter pardmetros moleculares, como massa molar, raio de giro (R,) e dimensdo maxima (Dpmax).

O desenvolvimento de novos algoritmos na década passada permitiu a constru¢do ab
initio dos mapas de densidade eletronica de baixa resolugdo tridimensional a partir do perfil de
espalhamento unidimensional (Svergun, 1999; Walther et al., 2000; Svergun et al., 2001),
obtendo-se informagdes estruturais além dos pardmetros usuais. Foram criadas, recentemente,

ferramentas para modelar proteinas e complexos moleculares a partir das informagdes obtidas
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por SAXS, basendo-se nas estruturas conhecidas ou parcialmente conhecidas através de

experimentos de alta resolugdo (Lipfert & Doniach, 2007).
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Figura 14: Espectros raio (nm) versus porcentagem de massa. Numeros correspondentes ao niumero das amostras da

tabela 6. Nao foi possivel adquirir os dados apenas para a amostra 7 (em acido acético 20 mM, pH 5,2).
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O perfil de intensidade de raios X espalhado também pode ser descrito em termos da
fungdo de distribuicao de distancias p(r) (Glatter & Kratky, 1982). Esta fungdo possui uma
defini¢ao geométrica que pode ser entendida dividindo-se uma particula em um grande niimero
de elementos de volumes pequenos e idénticos. A funcdo p(r) descreve a distribuicdo das
distancias r que podem ser encontradas a partir da combinagao de qualquer par de elementos de
volume. A fungdo p(r) pode ser obtida através da transformada indireta de Fourier a partir do
perfil de intensidade de raios X espalhado usando o software GNOM (Svergun, 1992).
Atualmente, a fungdo p(r) pode ser analisada por algoritmos que fornecem o mapa da densidade
eletronica da molécula a partir do perfil de SAXS unidimensional. A visualizagdo ¢ manipulacao
de estruturas atdmicas ¢ modelos de baixa resolucdo, a partir de modelos de alta resolugdo,
podem ser obtidas através dos programas CRYSOL (Svergun et al., 1995) e GNOM (Svergun,
1992). Porém, quando ndo ha modelos da alta resolu¢do para comparagdo, parte-se para uma
analise mais cuidadosa, utilizando-se a fungdo p(r) para inferir a curva experimental dada pelos
programas CREDO (Petoukhov et al, 2002), DAMAVER (Svergun et al., 2001), DAMIM
(Svergun, 1999) e outros.

Nossas analises na nova linha de SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron,
utilizando a amostra MBP-LGI1C sem a presenca de GroEL, confirmaram mais uma vez que a
proteina estava fortemente agregada. Como indicado n3o apenas por este experimento, ha
necessidade de se otimizar o tampao final em que a proteina recombinante estara dissolvida, de
forma a manté-la no estado monodisperso, ainda que forme oligdbmero.

Os ultimos experimentos realizados buscaram analisar a interagdo in vivo entre as
proteinas GST-LGIIC X SUMO-KvB1.3 e GST-LGIIC X SUMO-ADAM22 (por¢do
extracelular). GST-LGI1C apresentou-se insoluvel (figura 3, pGEX-4T1 LGIIC), enquanto

SUMO-KvB1.3, apesar de soluvel, ndo foi possivel ser capturada por IMAC (dados nido
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mostrados). Caso a presenca do possivel ligante auxiliasse a solubilizar a proteina de interesse,
poderiamos esperar que sua captura passasse a se tornar possivel através de cromatografia de
afinidade, ou ainda, que seu estado de agregacao se alterasse. Um resultado semelhante poderia
ser esperado para a interagdo GST-LGI1C X SUMO-ADAM?22, apesar de construcio SUMO-
ADAM22 ter se apresentado completamente insoltivel (dados ndo mostrados). Algumas questdes
interessantes poderiam ser respondidas, trazendo evidéncias das possiveis intera¢des, € outras
questdes mais poderiam ser formuladas. Entretanto, os testes iniciais ndo foram conclusivos e

mais controles serdo necessarios (dados ndo mostrados).
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3.4 CONCLUSOES

Baseando-nos na estratégia adotada pelo Laboratério de Biologia Molecular Europeu
(EMBL, European Molecular Biology Laboratory) (Dimmler et al., 2005; Peti & Page, 2007)
buscamos implementar em nosso laboratério a clonagem em diversos vetores de expressao
bacterianos, que codificam diferentes caudas de fusdo, a fim de se obter ndo somente mais
proteina soluvel, mas também corretamente enovelada. Busca-se ndo apenas utilizar a mesma
enzima de clonagem no sitio 5°, mas testar diferentes cepas de E. coli e otimizar diferentes
condi¢des de expressdo, como concentragdo do indutor gratuito, temperatura de expressdo, co-
expressdo de chaperoninas, expressao de fragmentos da proteina, repressdo da expressdo basal,
entre outras. Houve uma mudanga de foco na produgdo de proteinas heterologas em bactéria,
passando-se da alta producdo protéica, que geralmente acaba sobrecarregando o sistema
bacteriano de transcricdo e tradugdo, para um correto enovelamento protéico (Nominé et al.,
2001; de Marco, 2004). Evita-se assim, quando possivel, a producdo de intermediarios
desenovelados agregados ou ndo enovelados corretamente, que podem resultar na formagao de
corpusculos de inclusdo (Schroder & de Marco, 2005).

Inicialmente escolhemos trés diferentes fusdes para a expressdo da LGI1, seus clones
truncados (figura 15), e dos outros membros da familia LGI (LGI2, LGI3 e LGI4): Hisg, no N-
terminal da proteina de interesse e, conforme o caso, também no C-terminal da mesma, GST ¢
Trx. As dificuldades encontradas em se obter proteina soluvel logo de inicio com GST e a ndo
expressdo das proteinas fusionadas a Trx nos levaram a abandonar a clonagem em pET28a e
pET29a e a buscar caudas alternativas, que ndo apenas ajudassem na purificagdo da proteina,

como auxiliassem o correto enovelamento e o aumento da solubilidade do alvo.
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Figura 15: Esquema inicialmente adotado dos clones truncados da proteina humana LGI1.

Concentramos nossos esfor¢cos em trés clones: LGI1 em sua forma inteira, LGIIN ¢
LGI1C. Abandonou-se os outros membros da familia LGI, os clones truncados e a isoforma de
aproximadamente 800 bp que foi amplificado a partir de RNAm total de hipocampo humano.
Partimos para a clonagem no vetor pSV282. Entretanto, o sitio de clonagem 5° do vetor era
justamente uma enzima que clivava internamente nosso inserto de interesse (BamHI, anexo 1).
Outros sitios de restricao do vetor ou aumentavam demasiadamente a quantidade de aminoacidos
estranhos a proteina apods a clivagem com a protease especifica, ou tiravam da pauta de leitura
nossa seqiiéncia codificadora. Diversas tentativas foram feitas visando clivagem parcial do
inserto, mas sem sucesso, tanto para a proteina inteira quanto para a por¢ao C-terminal. Nao
obtivemos nenhum clone da por¢do N-terminal neste vetor, pela dificuldade da ligacdo entre

inserto e vetor, aparentemente devido a formagao de estruturas secundarias do inserto.
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Novos vetores de expressao foram obtidos (pETSUMO, pETMBP e pETNusA) e a
medida em que clones positivos foram confirmados, realizou-se testes de expressdo protéica.
Somando-se a essa estratégia de clonagem em diferentes vetores paralelamente, obtivemos
resultados interessantes com testes de solubilidade, empregando-se diferentes tampodes de
extracao (tabela 5).

Obtivemos expressdo protéica com as seguintes constru¢des: SUMO-LGI1, SUMO-
LGI1C, NusA-LGIIC e MBP-LGIIC. A por¢do N-terminal da proteina, apesar de interessante,
apresenta dez cisteinas (anexo 2, residuos de cisteina indicados), o que dificulta sobremaneira a
expressdo de proteina solivel no citoplasma bacteriano, uma vez que esse local ndo é adequado
para a formacdo de pontes dissulfeto (Bulaj, 2005; Singh & Panda, 2005; Clark, 1998; Lilie et
al., 1998). Por isso, os esfor¢os foram dirigidos para a por¢ao C-terminal da LGI1.

Apesar da obtengdo de expressdo protéica, apenas com as fusdes NusA-LGI1C e MBP-
LGIIC foi possivel observar proteina soluvel, mostrando que a proteina carreadora ajuda de
maneira caso-especifico a proteina passageira (Nallamsetty & Waugh, 2006). Além disso, um
dado indireto mostrou que a fusdo NusA-LGIIC estava bastante agregada: no tampao com
arginina 100 mM, em pH 6,8, observou-se uma quantidade enorme de proteina solivel. O
mesmo nao foi verificado em pH 8,0. Adicionalmente, a presenca da cauda NusA favoreceu a
solubilizagdo da fusdo, uma vez que a constru¢do MBP-LGIIC nessa mesma condi¢do nao
resultou em aumento de solubilidade. A arginina é conhecido supressor de agregagao (figura 6,
tampao 2; Tsumoto et al., 2004; Tsumoto et al., 2005); todavia, apesar de favorecer a nao
agregacao da proteina de interesse, impede sua captura por afinidade a niquel. Testes de captura
através de cromatografia de troca ionica e interagdo hidrofobica foram igualmente infrutiferos.
Mesmo a cromatografia de afinidade em condi¢@o desnaturante, seguindo o protocolo da Qiagen,

nao conseguiu capturar a proteina NusA-LGI1C.
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Investiu-se na fusdo MBP-LGI1C, co-expressando as chaperoninas GroEL-GroES ou
procurando aliviar a maquinaria de tradugdo bacteriana com a transcricdo de cddons raros de
eucariotos, a partir do vetor pPRARE. Novamente, apesar da proteina estar na fracao soluvel, sua
captura por afinidade a niquel foi impossivel. Mesmo testando o re-enovelamento em coluna nao
se obteve um resultado satisfatorio (dados ndo mostrados). Testou-se ainda a captura por
cromatografia de troca anidnica, catidnica e interacdo hidrofobica. Igualmente sem sucesso.
Buscou-se, assim, a captura por afinidade através da resina de amilose, tirando proveito da
afinidade natural da proteina carreadora MBP a maltodextrina (Boos & Shuman, 1998). Obtém-
se uma quantidade apenas razoavel quando hd co-expressdo das chaperoninas moleculares
GroEL-GroES; porém, superior quando comparada com a co-expressao do vetor pRARE (figura
9). O mecanismo pelo qual o complexo molecular de chaperonas cataliza o correto enovelamento
do polipeptideo nascente (Yasukawa et al., 1995) ainda ndo é completamente conhecido (Lin &
Rye, 2006). Apesar do nivel de impurezas eluidas juntamente com a proteina passageira neste
tipo de purificacdo ser inaceitavel para estudos visando cristalizagdo (figura 9) e a eficiéncia da
ligacdo da proteina MBP a resina de amilose ndo ser tdo grande (Routzahn & Waugh, 2002), a
captura da mesma foi um bom resultado alcancado apds as mais diversas tentativas frustradas de
captura da construgdo.

Outra dificuldade encontrada foi separar a proteina MBP-LGIIC e a chaperonina GroEL.
GroEL se liga a por¢des hidrofobicas da proteina nascente, auxiliando seu correto enovelamento
(Zhang et al., 2002; Tang et al., 2006). Provavelmente tinhamos em solugdo um complexo
GroEL/MBP-LGI1C/GroEL ou MBP-LGI1C/GroEL/MBP-LGI1C. De qualquer maneira, as
tentativas de separacdo das duas proteinas por meio de troca idnica ou interagdo hidrofobica

falharam, assim como filtracdo em gel. Este complexo foi observado através de western blot
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(figura 12), onde o anticorpo contra a LGI1 reconheceu a proteina GroEL. A identidade da
GroEL foi confirmada através de espectrometria de massas.

Testou-se ainda a clivagem da proteina carreadora MBP com a protease TEV em duas
concentragoes distintas. Apesar da reacdo de clivagem ter sido bastante eficiente, contrariamente
ao esperado (dados ndo mostrados), e a maior parte da proteina LGI1C clivada ter permanecido
em solucdo, a quantidade final foi pequena, ¢ ndo se consegue pureza suficiente para testes
posteriores.

Foram realizados experimentos de SAXS com a proteina MBP-LGI1C produzida sem a
presenga da GroEL, assim como DLS. Obtivemos, assim, dados diretos do estado de agregagao
da mesma, confirmando as evidéncias indiretas observadas anteriormente.

Nos ultimos experimentos realizados, co-expressamos na cepa Origami2(DE3) a fusdo
GST-LGIIC (Amp") juntamente com SUMO-ADAM?22 (Kan®), assim como GST-LGIIC com
SUMO-Kvp1.3, ambos na presenga do vetor pPRARE, uma vez que nao apenas LGI, mas também
ADAM?22 e Kvp1.3 possuiam codons raros em bactéria. Todavia, infelizmente os resultados nao
foram conclusivos (dados ndo mostrados), necessitando de mais controles, tanto positivos quanto
negativos.

Empreendeu-se grande esfor¢o na tentativa de se obter a proteina humana LGII, ou sua
por¢do C-terminal, em estado solivel em sistema procariotico, a fim de se obter dados estruturais
da mesma visando maior compreensdo da epileptogénese associada a EPADSA. Utilizando as
mais diversas construgdes (anexo 3) com as proteinas de fusdo mais comumente utilizadas em
biologia molecular estrutural, além de testar diferentes cepas de E. coli e condi¢des de expressao
e purificagdo, pudemos obter a proteina LGI1C solavel com duas diferentes fusdes, NusA e
MBP, abrindo possibilidades de caracterizagdo estrutural desta proteina relacionada a um

distirbio neuroldgico importante como a epilepsia.
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3.5 PERSPECTIVAS

O proximo passo importante a ser dado em relagdo a proteina LGI1 num contexto de
estudo de biologia molecular estrutural ¢ superar os problemas decorrentes do estado de
agregacdo da mesma. Sua forte agregacao ocorre dentro da célula hospedeira (uma vez que ndo
éramos capazes de separar GroEL e MBP-LGIIC, indicando forte associagcdo entre as duas
proteinas) e ndo se encontrou dentre as condi¢des utilizadas nesta tese de doutoramento uma que
fosse capaz de superar esse obstaculo. Ou deverd ser focalizada essa questdo ainda dentro da
célula, diminuindo, por exemplo, a velocidade do metabolismo bacteriano (fazendo a expressao
protéica a 4°C, por exemplo), a concentragdo de indutor gratuito, ou novas células hospedeiras
poderao ser testadas, como leveduras ou células de inseto, uma vez que estas ultimas sdo capazes
de realizar modifica¢des pos-traducionais, inexistentes em E. coli.

Neste sentido, Nominé et al. (2001) sugerem a utilizacdo da monodispersidade como
critério para checar a qualidade das proteinas de fusdo e para a otimizagdo da expressdo e
purificagcdo, uma vez que solubilidade por si s6 nem sempre corresponde a correto enovelamento.
Caso os testes futuros de clivagem da cauda MBP com a protease TEV continuem mostrando
baixo rendimento e se a questdo de agregacao (ou monodispersidade) da amostra for superada, a
constru¢do MBP-LGI1C podera ser submetida diretamente a testes de cristalizagdo (Smyth et al.,
2003), o que podera facilitar a resolu¢do do problema das fases numa eventual cristalizagdo da
proteina quimera (Taylor, 2003), uma vez que a estrutura tridimensional de MBP ¢ conhecida.
Adicionalmente, deve ser realizada ainda uma caracterizagdo espectroscOpica da proteina
clivada, pois poderd complementar os dados de cristalografia e auxiliar a compreensdo da

estrutura tridimensional.
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Como nao poderia deixar de ser, uma vez que os estudos estruturais t€m como fim a
compreensdo funcional das proteinas, experimentos de duplo hibrido de levedura devem ser
realizados (Fields & Song, 1989), a fim de se conhecer com quais proteinas a LGI1 interage e
mesmo para confirmar as interacoes descritas na literatura. Apesar dos problemas deste sistema,
por exemplo, a alta taxa de falso-positivos e a questdo da limitada analise proteina-proteina,
ainda ¢ um método bastante poderoso para se estabelecer, ainda que um a um, os componentes
de uma rede de comunicacdo protéica (Brent & Finley Jr., 1997; Criekinge & Beyaert, 1999).
Além disso, podem ser utilizados clones truncados, por exemplo, pode-se utilizar apenas o
dominio LRR ou o dominio EPTP, ou ainda a isoforma com splice alternativo capturada através
de PCR.

Ainda em relagdo aos possiveis parceiros de LGI1, caso seja confirmada sua interagdo
com a subunidade do canal de potassio Kvp1.3, esfor¢os deverdo ser direcionados para a captura
desta proteina. Wennerstrand et al. (2005) resolveram a estrutura tridimensional da proteina
humana Kvf2 (PDB 1ZSX), que possui mais de 80% de similaridade com a proteina Kvf1.3, o

que facilitaria um eventual estudo da estrutura cristalografica da Kv1.3.
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4. A PROTEINA EFHC1

Para se estudar a proteina EFHCI1, decidiu-se construir dois clones truncados, buscando
aumentar as chances de se obter proteina solivel. Descreveremos, em se¢des separadas, as

por¢des N- e C-terminal da proteina EFHC1 humana.

4.1 A PORCAO N-TERMINAL DA PROTEINA HUMANA EFHC1

4.1.1 Metodologia

Clonagem e subclonagem do gene de interesse

Para a amplificagdo da regido que codifica a porcao N-terminal da proteina EFHCI,

denominada aqui EFHCIN (AA 78-364, figura 2), utilizou-se cDNA sintetizado a partir de RNA

total de hipocampo humano. Os oligos utilizados para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

foram os seguintes:

OMM22: 5’-ACTTGGTCTCCCATGAAACAAGCCCCACCTGCGG-3’ (Eco311/Ncol)

OMM23: 5’-ATCCTCGAGTCATAAATCAGTGATTCCAAAC-3’ (Xhol)

O tamanho do produto de PCR esperado era de aproximadamente 876 bp, tendo sido
extraido do gel de agarose utilizando-se o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

(Promega). Realizou-se a ligacdo com o vetor de clonagem pGEMT-easy (Promega) de acordo
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com o protocolo sugerido pelo fabricante. Os clones positivos foram confirmados por digestdao
enzimatica ou PCR direto de colonia, e a integridade da seqiiéncia foi verificada por
seqlienciamento automatico. Posteriormente, utilizou-se o clone positivo como molde para a
amplificacdo de novo produto de PCR para subclonagem no vetor de expressao pETSUMO
(Invitrogen), cuja reagdo de ligacdo foi realizada conforme instrugdes do fabricante. Estavam
previstos ainda, caso houvesse necessidade, novas clonagens nos vetores pETNusA e pETMBP.
Por isso a presencga dos sitios de restri¢gao nos oligos. Metade do volume da reagdo de ligagao foi
transformada em Escherichia coli DH5a competente através de choque térmico, de acordo com
protocolo otimizado de Sambrook ef al. (1989). Os clones positivos foram verificados através de
digestdo enzimatica.

Importa salientar que o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) aprovou o adendo ao projeto n® 470/2003, que permite a analise e a extracao de

RNAs e proteinas de espécimes cirurgicos e de necropsia para pesquisa.

Teste de expressdo

Para o teste de expressdo, foram testados dois clones positivos, nomeados 1 e 8.
Transformou-se a cepa BL21(DE3) juntamente com o plasmidio pRARE, ja que o inserto
apresentava codons raramente utilizados em bactéria (anexo 4). A partir de uma coldnia isolada
em meio de cultura sélido contendo os antibidticos apropriados (canamicina e cloranfenicol),
fez-se um pré-indculo em meio de cultura LB a 37°C, a 200 rpm de rotacdo por no minimo 16 h
seguidas. Inoculou-se de 1% a 3% do pré-indculo em 100 mL de meio LB suplementado com
canamicina (50 ug/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL), a 37°C, 200 rpm. Ao atingir 0,6 de 4eoonm,

induziu-se a expressao protéica com IPTG 0,5 mM. Retirou-se uma aliquota no tempo zero de
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indugdo (TO) para ser analisado em gel de poliacrilamida. Baixou-se a temperatura para 30°C e
manteve-se a cultura por mais 4 h a 200 rpm. Retirou-se mais uma aliquota neste tempo (T4).
Apos o que, centrifugou-se as células 6.000 g por 10 min a 4°C, descartando-se o sobrenadante e
congelando-se a —20°C.

O tamanho esperado da proteina recombinante era de aproximadamente 47,6 kDa. As
amostras congeladas foram ressuspendidas em tampao de extragdo (Tris-HCl 20 mM, pH 7,5,
NaCl 150 mM, glicerol 5%, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, PSMF 0,5 mM), adicionou-se lisozima (5
pug/mL de extrato) e incubou-se em gelo por no minimo 20 min. Apos esse periodo, as amostras
foram sonicadas 3 vezes durante 10 s a 25% de amplitude em sonicador Sonics VCX-750. As
fragdes soluveis e insoluveis foram separadas por centrifugagdo a 20.000 g por 10 min a 4°C. A
amostra precipitada foi ressuspendida em tampao de extragdo acrescido de Triton X-100 0,1%
(v:v), a fim de solubilizar as proteinas de membrana, ¢ novamente sonicadas por 10 s trés vezes,
a 25% de amplitude. Essa amostra foi novamente centrifugada, sendo o sobrenadante descartado
e a fracdo insoluvel limpa era novamente ressuspendida em tampao de extracdo. As amostras

soluveis e insoluveis foram analisadas em gel SDS-PAGE 13,5%.

Purificacdo por IMAC e testes de polimento

As células induzidas e congeladas foram ressuspendidas em tampao afinidade (Na,HPO4
e NaH,PO,4 50 mM, pH 7,2, glicerol 5%, NaCl 300 mM). Incubou-se com lisozima (estoque a 10
mg/mL) por 30 min em gelo. Sonicou-se 10 s com intervalo de 20 s dez vezes. Centrifugou-se
por 10 min a 4°C 20.000 g. O sobrenadante foi incubado com 400 uL da resina Ni-NTA (Qiagen)
por 1 h em temperatura ambiente. A matriz foi transferida para uma coluna Biospin (BioRad).

Lavou-se com 20 volumes de coluna (cv), e a elui¢do foi por passos: imizadol 5 mM, 25 mM, 50
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mM e 250 mM adicionados ao tampao afinidade. Todas as fracdes foram analisadas em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Apos a captura inicial da proteina por IMAC, testou-se ainda um segundo passo de
purificagdo, a fim de realizar o polimento da amostra. Dialisou-se a mesma em tampao A [EX
(Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20 mM, DTT 1 mM) por 16 h a 4°C. Apds esse periodo, a
amostra foi centrifugada por 10 min a 20.000 g 4°C. Testou-se duas colunas de troca idnica,
HiTrap Q FF e HiTrap DEAE FF, ambas de 1 mL (GE Healthcare). Aplicou-se a amostra nas
colunas previamente equilibradas com o mesmo tampao de didlise e a eluigdo se deu em um
gradiente crescente de sal, utilizando o cromatografo FPLC. As amostras aplicadas e o eluido
foram analisados em gel SDS-PAGE.

Testou-se ainda uma cromatografia de filtragdo em gel, utilizando a coluna Superdex75
10/300 GL (GE Healthcare), tendo como fase movel o tampao SAXS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5,

NaCl 200 mM, DTT 1 mM). Realizou-se a corrida em 1,5 cv a 0,5 mL/min, no sistema FLPC.

Teste de clivagem da cauda SUMO

A amostra purificada por afinidade a niquel foi quantificada por coeficiente de extin¢ao a
280 nm (&2g0), pois a porcao N-terminal da EFHCI1 apresenta quatro residuos de triptofano.
Adicionou-se a solugdo de proteina purificada a protease Ulpl, produzida em nosso laboratorio,
numa razdo enzima:substrato 1:100 (m/m) ao mesmo tempo em que se realizava a didlise em
tampao A IEX por 16 h a 4°C.

Apos didlise e clivagem, a amostra foi centrifugada por 10 min a 20.000 g a 4°C, e
aplicada numa coluna de Ni-NTA previamente equilibrada com o tampao A IEX. A amostra foi

coletada e as proteinas que possivelmente se ligaram por afinidade a coluna (His-SUMO e Hisg-
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Ulpl e possiveis contaminantes) foram eluidas com imidazol 400 mM. Todas as fragcdes foram
analisadas em gel SDS-PAGE. Caso a reagdo de clivagem fosse bem sucedida e na eventualidade
da amostra apresentar ainda contaminantes, poderia ser realizado um segundo passo de

purificagao por troca idnica.

Anadlise por Western blot

A fim de se conhecer a identidade da proteina recombinante, realizou-se analise de
western blot, com anticorpo policlonal anti-Efhc1 de camundongo, gentilmente cedido pelo Prof.
Ritsu Kamiya, da Universidade de Téquio.

Diferentes amostras (extrato total; fracdo insoluvel; lavagem da IMAC; e cluigdo de
IMAC) foram fracionadas em gel SDS-PAGE 13,5% e transferidas para membrana Hybond-C
(GE Healthcare) por 2 h a 37 mA, utilizando aparato semi-seco horizontal da Amersham
Biosciences.

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada em temperatura ambiente por 2 h com
TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,6, NaCl 140 mM), acrescido de leite desnatado desidratado 5%
(m/v). Para o anticorpo primario, utilizou-se a dilui¢do 1:350 em TBS leite, incubando-se com a
membrana por 16 h em temperatura ambiente, com agitagdo constante. Lavou-se a membrana
duas vezes com TBS 1X e, em seguida, incubou-se o anticorpo secundario conjugado a fosfatase
alcalina (Sigma), diluido 1:20.000, por 1 h em agitacdo constante a temperatura ambiente. As

bandas foram detectadas utilizando-se BCIP/NBT (Fermentas) como substrato para a fosfatase.
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4.1.2 Resultados e discussao

Teste de expressdo

As fragdes nao induzidas (TO, tempo zero de indugdo) e induzidas (T4, 4 h da indugao)
foram analisadas em gel SDS-PAGE 13,5% (figura 16). Observou-se a presenca de proteina nas
fragdes soluvel e insoluvel, no tempo 4 h de indugdo, apenas para o clone 1. Em relagdo ao clone
8, observou-se que ha uma banda correspondente ao tamanho esperado da proteina na fra¢ao
soluvel apenas (tanto em TO quanto em T4) e ndo na fracdo insoltvel com 4 h de indugao.

Seguiram-se os testes seguintes com o clone 1.

S I S |
TOT4 TOT4 TOT4 TO T4

kDa
75

50 s
-—a e — 47,6 kDa

35 - ——— e —

25

15 e —

Clone 1 Clone 8

Figura 16: Teste de expressdo a 30°C da constru¢io SUMO-EFHCIN. Gel SDS-PAGE 13,5%. Legenda: S, fragdo
soluvel; I, fragdo insolivel; TO: tempo de indugdo zero; T4: tempo de indugdo 4 h. Marcador de massa molar
indicado. O tamanho esperado da proteina era de aproximadamente 47,6 kDa. Observa-se que ha proteina solavel e

insoluvel em 4 h de indugdo para o clone 1 e que ndo ha proteina no tamanho esperado para o clone 8.
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Purificagdo por IMAC e corridas cromatogrdficas subseqiientes

A proteina de fusaio SUMO-EFHCIN foi capturada através de cromatografia de afinidade
em niquel imobilizado. Observa-se uma grande quantidade de proteina que ndo interagiu com a
resina (figura 17, canaleta 1), e que a fracao eluida da coluna com imidazol 250 mM apresentava
alguns contaminantes de baixa massa, mesmo com a extensiva lavagem da resina com 20 cv de

tampao afinidade.

kDa
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37

20

25—
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Figura 17: Gel SDS-PAGE 13,5% do perfil de purificacdo da proteina SUMO-EFHCIN em IMAC. Legenda: 1,
amostra que passou diretamente pela resina de Ni-NTA; 2, proteina eluida com imidazol 250 mM. Marcador de

massa molar indicado. Observa-se que ainda ha muita proteina que ndo interagiu com a coluna (canaleta 1).

Os testes que se seguiram buscando o polimento da proteina, seja por troca idnica, seja
por filtragdo em gel, falharam em remover as proteinas contaminantes. Seguiu-se com o teste de
clivagem da cauda SUMO, mesmo com a proteina apresentando tais contaminantes, pois a

proteina clivada poderia necessitar de um passo final de purificagao.
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Teste de clivagem da cauda SUMO

A protease Ulpl suporta uma ampla gama de condi¢des de tampao na reagdo de clivagem
da cauda SUMO, como alteragao na forga idnica (NaCl entre 100 e 300 mM), temperatura (sua
temperatura 6tima ¢ 30°C, mas suporta reagdes a 4°C, 16°C ou 21°C), pH (de 5,5 a 9,5) e
aditivos, como agentes redutores e desnaturantes, detergentes e outros (Malakhov et al., 2004). A
recomendacao dos fabricantes desta protease ¢ manter a concentragdo do imidazol abaixo de 150
mM ¢ a concentracao de sal entre 150 mM e 300 mM.

Utilizamos o tampao A IEX para realizar a reagdo (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, NaCl 20
mM, DTT 1 mM), conjuntamente com a didlise a 4°C no mesmo tampao. Conforme figura 18,
infelizmente ndo obtivemos a clivagem da proteina. Tanto a temperatura como a concentragao de
sal utilizados estdo abaixo do 6timo recomendado pelos fabricantes, pois buscou-se manter as
condi¢des Otimas para um passo de cromatografia de troca idnica posterior a clivagem. Nessa
mesma condi¢do foi possivel a clivagem da construg¢do SUMO-EFHCIC (figura 18, canaleta 5),

mostrando que a composi¢cao do tampao ndo impediu o funcionamento da protease Ulpl.

12 3 4 5

(B L]

@@Pbeses  SUMO-EFHCIN

25 - @ SUMO

@ EFHCIC

Figura 18: Gel SDS-PAGE 13,5% do teste de clivagem da constru¢do SUMO-EFHCIN. Legenda: 1, controle
negativo (SUMO-EFHCIN sem a presenga da Ulpl); 2, reacdo de clivagem; 3, amostra que passou direto pela
resina Ni-NTA; 4, amostra eluida com imizadol 400 mM; 5, controle positivo (SUMO-EFHCIC clivada com Ulp1).

Marcador de massa molar indicado.
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Mais de um teste foi realizado, mas ndo se obteve a clivagem da cauda SUMO.
Observamos que em altas concentracdes (acima de 20 mg/mL) a proteina SUMO-EFHCIN
tendia a agregar fortemente. Esta condi¢do de agregagao pode impedir a protease de se

aproximar do sitio de clivagem.

Anadlise por western blot

As construgdes SUMO-EFHCIN e SUMO-EFHCIC apresentam tamanhos aparentes
muito préximos no gel SDS-PAGE (dados ndo mostrados). Realizamos uma analise por western
blot contra Efhcl a fim de confirmar a identidade das proteinas em estudo. Como esse anticorpo
(Ikeda et al., 2005) reconhece a por¢ao C-terminal da proteina Efhcl de camundongo, no motivo
EF-hand, apenas o clone C-terminal seria reconhecido. Além disso, € preciso dizer que as
proteinas humana e de camundongo apresentam mais de 80% de aminoacidos idénticos. Isso
explica porque o anticorpo reconheceu a por¢do C-terminal da proteina recombinante humana e,
como era de se esperar, ndo reconheceu a por¢ao N-terminal da mesma (dados ndo mostrados),
confirmando a identidade de ambas.

Adicionalmente, foram iniciadas analises de espectrometria de massas, para determinar se
o sitio de clivagem da proteina estd intacto, assim como para determinar o local preciso de
clivagem da por¢ao C-terminal. Todavia, devido a problemas de preparacdo das amostras, nao se

concluiram as analises.
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Abstract

Human EFHCI is a member of the EF-hand superfamily of Ca®-binding proteins that
possess three DM 10 domains of unclear function. Point mutations in the EFHCI gene are related
to juvenile myoclonic epilepsy, a fairly common idiopathic generalized epilepsy. Here we report
the first structural characterization of the EFHC1 C-terminus (residues 403 to 640; named
EFHC1C), comprising the last DM 10 domain and the EF-hand motif. Protein was expressed as a
fusion tag in bacteria, isolated by affinity chromatography, cleaved and purified by ion exchange
chromatography. Circular dichroism revealed that the secondary structure of EFHCIC is
composed mainly by a-helices and some [-strand contributions. Thermal unfolding showed a
melting temperature of 54.5 °C. Interestingly, EFHC1C may form a dimer by disulfide bonding.
Our results demonstrated that properly folded EFHCIC can be produced in high amount and

quality by using bacterial expression system for further structural and functional studies.

Keywords: EFHCI; juvenile myoclonic epilepsy; DM 10 domain; EF-hand motif.
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Introduction

Different EFHCI gene mutations occur in juvenile myoclonic epilepsy (JME) [1], the
most common form of idiopathic generalized epilepsy (IGE) [2]. The gene encodes a non-ion
channel protein of 640 amino acids with three DM10 domains of unknown function and a
putative EF-hand Ca®"-binding motif at the C-terminal portion [3].

Although the existence of very compelling evidence for the involvement of EFHCI1 in
JME [2], its functions are much less clear. Suzuki et al. [1] showed that the EFHCI protein
localizes in different brain regions in the dendrites and soma of neuronal cells and it is associated
to a regulatory apoptotic system with an R-type voltage-dependent Ca*" channel Ca,2.3. The
overexpression of the mutated forms decreased cell death in primary neuronal cultures, probably
mediated by a reduction of Ca®" influx through the channel. According to the authors, the
EFHCI1 apoptotic activity may be related to elimination of certain neurons during development
of the central nervous system. Ikeda et al. [4] proposed another functional role of EFHC1 based
on sequence similarity (40% identity) and domain composition suggesting that EFHCI is closely
related to the flagella axoneme component Rib72. Expression and immunofluorescence data
showed that it is located in the cilia of tracheal epithelia, sperm flagella and within motile cilia of
others tissues, including brain, but in a less extended way [4]. In addition, there is experimental
evidence showing that EFHCI1 associates to the mitotic apparatus and centrosome, suggesting a
possible role during cell division [5].

In this paper we report the first structural data on human EFHCI1. The purified C-
terminus of the recombinant protein (named EFHCIC), containing the last DM10 domain and
the EF-hand motif, was produced in bacteria. Circular dichroism spectroscopy indicates that o-

helices is the main secondary structure of the EFHC1C. The protein has a high thermal stability
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and unfolds in a sharp transition centered at 54.5 °C. In addition, a dimer conformation was also

observed in some of the experimental conditions.
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Materials and methods

Plasmid construction

Total RNA was extracted from human hippocampus using TRIzol reagent (Invitrogen),
according to manufacturer instructions. cDNA was generated by reverse transcriptase reaction
using ImProm-II Reverse Transcription System (Promega). The C-terminus of EFHCI,
EFHCI1C, comprising amino acids 403-640 was PCR amplified using forward primer OMM24
(5’-TTTGGGTCTCCCATGAAAGCTCCAAAAAAAGACG-3’) and reserve primer OMM?25
(5’-ATCCTCGAGTCAGTTTGAGAAAGCACGA-3’). The resulting amplicon was cloned into
pGEM-T easy vector system (Promega), creating plasmid pGEM-EFHCI1C that was used as
template for subcloning into pET SUMO (Champion pET SUMO Protein Expression System,
Invitrogen), generating pETSUMO-EFHCIC. Both constructs were verified by restriction
enzyme digestion and automatic DNA sequencing. Normal hippocampal samples were obtained
from autopsy material. This study was approved by Research Ethics Committee of our

Institution.

Protein expression and purification

Protein was expressed using Escherichia coli strain BL21(DE3) slyD’, kindly provided by
Dr. Ryland Young (Texas A&M University). Competent cells carrying the plasmid pRARE
(Novagen) were transformed with recombinant plasmid. Single bacterial colonies were cultured
overnight at 37 °C in LB broth added to 50 pg/mL kanamicin and 34 pg/mL chloramphenycol.
This pre-innoculum was transferred to 2 L of LB broth supplemented with kanamicin and
chloramphenycol at the same concentration. When cultures reached an Ao of 0.6, expression

was induced by adding 0.5 mM IPTG (isopropyl B-D-thiogalactopyranoside), 30 °C for 4 h and
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shaking at 200 rpm. Cells were then harvested by centrifugation at 5,000 g for 10 min at 4 °C and
stored at —20 °C. Induced bacterial cells were resuspended in affinity chromatography buffer (50
mM sodium phosphate buffer, pH 7.2, 300 mM NaCl, 5% glycerol, 2,5 mM imidazole)
containing PMSF (phenylmethylsulphonyl fluoride) and lysozyme to concentrations of 0.5 mM
and 1.0 mg/mL, respectively. The suspension was sonicated, clarified by centrifugation at 20,000
g and the supernatant was used for protein purification. The extract from 1 L of LB cultures was
incubated with 3 mL of Ni-NTA Superflow resin (Qiagen) for 1 h at 25 °C; transferred to a spin
column, washed with 20 column volumes (cv) of affinity buffer and eluted with increasing

imidazole concentrations (up to 250 mM) in the same buffer.

Cleavage and separation of fusion tag from human EFHCIC

The affinity purified protein was incubated with SUMO protease-1 (Life Sensors) in a
1:100 (w/w) enzyme-to-substrate ratio; and dialyzed overnight at 4 °C against buffer A (20 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 20 mM NaCl, 1 mM DTT). The cleavage reaction was passed by gravity
through 3 mL of Ni-NTA column pre-equilibrated with buffer A. Flow-through fraction was
collected and applied onto a 1 mL HiTrap Q FF column (Amersham Biosciences) pre-
equilibrated with buffer A. The column was washed with 2 cv using AKTA-FPLC system
(Amersham Biosciences) and proteins were eluted with 15 cv linear gradient (0 to 30%) of buffer
B (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 1 M NaCl, 1 mM DTT). Fractions enriched with the protein were
pooled and concentrated using Amicon Ultra-4 centrifugal filter device (Millipore). Purification

efficiency was analyzed by SDS-PAGE [6].
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Protein quantitation

Protein concentration was estimated measuring the absorbance at 205 nm (A4zs),
according to method described by Scopes [7], and at 280 nm (A4,s0) considering extinction
coefficient calculated from the composition of the protein using Protparam tool

(http://www.expasy.org/tools/protparam.html).

Far-UV circular dichroism (CD) spectroscopy and thermal stability studies

CD spectra were acquired on a Jasco J-810 spectropolarimeter (Jasco) coupled to a
Peltier Jasco PFD-425 system for temperature control. Protein samples were prepared at 2 uM in
10 mM sodium phosphate buffer pH 7.4. The spectra were collected at 20 °C using 0.2 cm path
length cell over the range of 190-260 nm, and a 1-nm bandwidth with step size of 0.5 nm and
speed of 50 nm/min. For each measurement, the mean values of fifteen spectra were taken to
improve signal-to-noise ratio. The ellipticity was expressed as the mean residue ellipticity [0]
(deg.cm®.dmol™). For thermal denaturation studies, CD measurements were made from 20 °C to
90 °C (by using scan rates of 60 °C/h) following the loss of secondary structure at 222 nm using
0.5 °C intervals and spectra were collected at 5 °C intervals over the range A 190-260 nm.
Midpoint transition temperature was calculated as the center of the Gaussian fit of the first
derivative of the denaturation curve. Prediction of secondary structure elements was performed
using PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html), PHD
(http://www.predictprotein.org/) and DICHROWEB (http://public-1.cryst.bbk.ac.uk/cdweb).
Thermal stability study was carried out in thermocycler Mastercycler (Eppendorf). 60 pg of
sample for each temperature were incubated 5 min over the range of 40 °C to 100 °C, with 10 °C
intervals. Precipitated fractions were separated from soluble fractions by centrifugation and both

were analyzed by SDS-PAGE.

72



Western blot analysis

Protein samples were fractionated by SDS—PAGE and transferred onto a nitrocellulose
filter using a horizontal semi-dry electroblot apparatus (Amersham Biosciences). The filter was
incubated for 2 h at 25 °C in blocking solution (3% nonfat dry milk powder in 25 mM Tris-
buffered saline, pH 7.4). The membrane was processed through sequential incubations with
primary antibody for 16 h, and then with an alkaline phosphatase-conjugated, affinity-purified
goat anti-rabbit IgG antibody (Sigma-Aldrich). Immunoreacted bands were detected using
BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate/nitroblue tetrazolium) substrate (Fermentas).

Polyclonal anti-Ethcl antibody was a gift from Dr. Ritsu Kamiya (University of Tokyo).

73



Results and Discussion

Expression and purification of human EFHCIC fusion protein

The EFHCI protein belongs to a poorly characterized class of DM10 domain-containing
proteins with an unknown function. The DM10 domain contains ~105 residues and has been
identified in only one copy in the N-terminal portion of nucleoside-diphosphate kinase (NDK) of
human nm23-H7 [8, 9] and Chlamydomonas reinhardtii flagellar axoneme associated protein
p40 [10]. In mouse Ethcl and Chlamydomonas Rib72 there are three repeats within this domain
[4, 10]. Proteins that have DM 10 domains interact with doublet microtubules [4, 11], raising a
possible function in axonemal assembly or regulating NDKs [12]. EF-hand motif is the largest
utilized Ca*"-binding motif found in proteins [13] and is characterized by a helix—loop—helix
structure [3, 14]. The EF-hand superfamily regulates many aspects of cell function, like Ca*"
buffering in the cytosol, cell proliferation and signal transduction [15, 16]. In the nervous central
system, calmodulin and the related EF-hand containing neuronal Ca®" sensor proteins have many
important roles in neuronal signalling [17, 18]. The basic functional unit consists in a pair of EF-
hand motifs [14], but in the case of human EFHCI it is not clear if it is present in pairs or not.

In order to facilitate purification from E. coli, the C-terminal half of EFHC1 (EFHCIC)
was expressed as a fusion protein with an N-terminal SUMO tag. SUMO has been described as a
solubility enhancer, favoring proper folding of the passenger protein [19]. Recombinant vector
was cotransformed with pRARE into BL21(DE3) slyD", because EFHCIC sequence presents
codons that are rare in bacteria. The expression of SUMO-EFHCIC was induced by 0.5 mM
IPTG at 30 °C by four hours. The recombinant protein yielded ~70 mg of protein per liter of

culture after a single affinity step (Fig. 1A, lane 2).
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Figure 1 (A) SDS-PAGE analysis of purification steps. See legend below. (B) Western blot
analysis of the separated proteins in (A) using polyclonal mouse anti-Ethcl antibody [4]. Lane 1,
soluble fraction extracted from bacterial lysis; lane 2, fraction collected from affinity
chromatography during the elution step at imidazole concentration of ~100 mM; lane 3, cleaved
EFHCIC that passed through affinity chromatography column to remove tag; lane 4, final
purified protein eluted from ion-exchange chromatography. Molecular weight markers are

indicated. Filled arrow head indicates a probable EFHC1C dimer.
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The crude cell lysate was incubated in a batch preparation procedure with Ni-NTA resin
for 1 h at room temperature, followed by washing the packed resin with affinity chromatography
buffer. The human EFHCIC protein was eluted from the Ni-NTA column by a gradient of 5 mM
to 250 mM imidazole and exhibited a satisfactory purity level for cleavage and remove of tag

(Fig. 1A, lane 2).

Cleavage of SUMO-EFHCIC fusion protein and EFHCIC purification

Eluted fractions from first affinity purification step were successfully cleaved with
SUMO protease-1. Both SUMO fusion tag and SUMO protease-1 contain an N-terminal
polyhistidine tag that facilitates capture with Ni-NTA resin. EFHC1C protein passed through the
column and was collected in the flow-through fraction (Fig. 1A, lane 3). Final purification steps
were performed using ion exchange Q FF chromatography column, separating trace contaminant
proteins and resulting in a highly purified target protein, as judged by SDS-PAGE (Fig. 1A, lane
4). The final amount of purified EFHCIC protein was ~2.7 mg/L of initial bacterial broth.
Dynamic light scattering analysis showed that under room temperature cleaved EFHC1C was

monodisperse (data not shown).

CD spectroscopy and secondary structure

Far-UV CD spectrum at 20 °C of cleaved EFHC1C shown in Fig. 2A exhibits two
minima centered around 208 nm and 225 nm, suggesting the presence of helical structure along
with other secondary structure elements. However, the CD signal at 225 nm is not so pronounced

as the 208 nm signal, probably due to the presence of Ca*" bound to the protein, as reported.
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Figure 2 (A) Far-UV CD spectra of cleaved purified EFHCI1C. Three different conditions were
measured: freshly prepared protein, 19-days protein stored at 4 °C and freeze and thaw protein.
(B) Thermal unfolding analysis in absence of reducing agent. For clarity, just some of the
recorded spectra are shown. Unfolding was also followed by measuring the ellipticity at 222 nm

using 0.5 °C intervals in the same temperature range (inset).
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elsewhere [20, 21]. It is important to mention that throughout protein characterization no
treatment with metal chelators was used, such as EDTA. EFHCIC does not contain any
tryptophan, only the aromatic residues phenylalanine (13) and tyrosine (13). We also observed
that both frozen protein at —20 °C and stored protein at 4 °C for 19 days showed just modest
decrease in secondary structure elements (Fig. 2A), evidencing a stable conformation.

In order to estimate the content of different types of secondary structures in EFHCI1C, the
far-UV CD spectrum of the protein was analyzed using the routines available at DICHROWEB.
The values obtained for the secondary structures are: a-helix (42.1%) and B-sheet (15.2%), is in
agreement with secondary structure predictions by PSIPRED and PHD (Fig. 3). The high a-
helical content is characteristic of the EF-hand family of proteins [22]. It is predicted that DM10
domain contributes totally with B-sheet elements (see Fig. 3) [12] but unfortunately there is no
CD information published on this domain, so it is not possible to correlate our data with other

DM10 domain proteins.

Thermal stability studies

Thermal unfolding of EFHC1C was investigated by far-UV CD. Spectra collected at 5 °C
intervals over the range of 20 °C to 90 °C at a scan rate of 60 °C/h are shown in Fig. 2B. Only
moderate changes in the spectral features are seen in the spectra recorded at 20 °C until 50 °C but
significantly larger changes were observed in the spectra recorded at 60 °C until 90 °C, showing
the occurrence of a thermally-induced unfolding phase transition between 50 °C and 60 °C.

Loss of secondary structure were followed at 222 nm in the same temperature range and
showed that EFHCI1C possess midpoint transition temperature of 54.5 °C (Fig. 2B, inset).

Refolding was found to be irreversible (data not shown), probably due to an aggregation process,
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Pred HHHHHH EEEEEE EEEEEEE EEE
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Pred EE HHH EEEE EEEE HH
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Pred HHHHHHHHHH HH HHHHHHHHHHHH
Human EFHC1 MEJRWNNEREONH YV RINRIHAINIHAIRINO TE ———————— KDPG\YCEIFEINSI THOKOIMADHY : 574
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* * *
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Mouse Efhcl [@GNENLINHTIXCMVENNDE RIMNFFKTICEWMLNVPVDD SIS NLOTISEHERIBNAINY : 642
Pred HHH

Human EFHC1 N3N : 640
Mouse Efhcl |Y3eNaS) : 648

Fig.3

Figure 3 Amino acid sequence comparison of human EFHCI1 (amino acids 403—-640; GenBank
accession no. NMO018100) and mouse Efhcl (amino acids 403—648; GenBank accession no.
XM990358). The sequence alignment was carried out using CLUSTALW. Letters shaded in
black indicate amino acids that are identical. Letters shaded in gray indicate similar amino acids.
Secondary structure elements (E = B-sheet, H = a-helix) are indicated above the predict structure
deduced from the human EFHCI1 sequence (by PSIPRED and PHD servers). Dotted line, DM10
domain; solid line, EF-hand motif; dashed line, mouse Ethcl sequence recognized by polyclonal
antibody [4]. DMI10 domain and EF-hand motif were predicted by PROSITE
(http://expasy.org/prosite/) and SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/). Cysteine residues are

marked with an asterisk.
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as a progressive increase in dynode voltage was observed [23]. In addition, a clear 50 kDa
protein band appeared in SDS-PAGE analysis of CD thermally denatured protein (Fig. 4C, lane
2). The thermal transition curve in the presence or absence of reducing agent (1 mM DTT) was
virtually the same and no turbidity was visualized in the unfolding process (data not shown);
although the presence of reducing agent inhibits oligomer formation (see below and Fig. 4B).
Additional denaturation study was performed, checking soluble and insoluble fractions of
protein aliquots incubated in a thermocycler (Fig. 4A). Thermal stability was tested over the
temperature range of 40 °C to 100 °C. Most of EFHC1C denatured protein remains soluble until
80 °C, and then, a stronger precipitation occurs above 90 °C. Strikingly, it is observed the
presence of an oligomer of ~50 kDa, another evidence of the aggregation process seen by CD
denaturation (Fig. 4A). Taken together, these thermal stability studies show that EFHCI1C is a

rather stable protein.

Western blot

Western blot analysis confirmed that the human EFHC1C was identified by an anti-Ethc1
antibody [4] (Fig. 1B). This polyclonal antibody was raised against the EF-hand motif sequence
of mouse Efhcl (Fig. 3). Mouse Efhcl and human EFHCI1 share 76% amino acid identity and
86% similarity, which explains why the polyclonal mouse antibody recognized the human
protein, although the mouse protein presents some extra amino acids. Peptide mass fingerprinting
was also performed by mass spectrometry and correctly identified our clone construction (data
not shown). Unexpectedly, intracellular cleavage of SUMO fusion tag was observed (Fig. 1B,
lane 1 and 2), probably in the same cleavage site of SUMO protease-1, as judged by relative

migration position on SDS-PAGE, indicating that protease inhibitor PMSF was not sufficient to
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Figure 4 (A) Thermal stability study analyzed by SDS-PAGE. 60 ng of protein were incubated
for each temperature (°C) indicated for 5 min. (B) Dimerization evidence of EFHCIC. Lane 1,
EFHCIC in the presence of reducing agent; lane 2, EFHCIC in the absence of reducing agent.
(C) EFHCI1C sample measured by CD. Lane 1, 20 °C measured protein; lane 2, thermally
denatured protein. Empty arrow head, EFHC1C monomer; Filled arrow head, indicating an

EFHCIC dimer of ~50 kDa. Molecular weight markers are indicated.
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block these unspecific cleavage. Again it is possible to visualize the probable EFHCIC dimer

(Fig. 1B, lane 3), even though the polyacrilamide gel utilized was reduced and denaturing one.

Evidence of EFHCIC dimerization

It is not known yet if the putative C-terminal EF-hand motif of EFHC1 occurs in adjacent
pairs or not, but secondary structure prediction (Fig. 3) shows two sets of two a-helices in
tandem, and amino acid variation in the roughly 30 positions of the consensus sequence [24]
indicate that it is probably a pair of motifs. In addition, Chlamydomonas Rib72 presents as a pair
of EF-hands [4, 10].

Many EF-hand proteins naturally occur as dimers [25]. Throughout this work we were
able to detect that EFHC1C adopts a probable dimeric conformation of ~50 kDa. Thermally
unfolded protein by Peltier device of spectropolarimeter was analyzed by SDS-PAGE (Fig. 4C,
lane 2). The same sample was also subjected to decreasing temperature until starting condition,
but the dimer observed was not broken. Another thermal denaturing experiment until boiling
point was done by thermocycler and again it was observed the presence of the dimer (Fig. 4A).
Even anti-Ethcl polyclonal antibody raised against mouse protein was capable of detecting the
human EFHC1C dimer (Fig. 1B, lane 3). Interestingly, the presence or absence of reducing agent
in the protein solvent alters the oligomerization state of EFHCI1C, passing from monomeric to
dimeric conformation (Fig. 4B), probably by forming a disulfide bridge, as EFHC1C presents
three cysteine residues (Fig. 3). A similar effect was also observed by the group of Hidaka, some
years ago, with another member of the EF-hand superfamily [26]. Nonetheless, Ca*" binding
induces protein dimerization and promote folding stability of the EF-hand [21, 27], mediated by

hydrophobic contacts through individual helices [25].
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Further experiments must be conducted in order to determine if the dimeric state is a
consequence of EF-hand pairing [13, 25] or a DM10 domain aggregation characteristic, as
human EFHC1 N-terminal half, consisting of two DM10 domains in tandem, has a strong
tendency of aggregation (unpublished data). Evidently our clone encodes just half of the protein;
however, our results have shown that this could not be simply an artifact. Whether dimerization
is a physiological conformation remains to be elucidated its homodimeric or heterodimeric

nature.

Conclusions

Most of the genes responsible for IGE encode ion channel proteins [28]. EFHCI gene is
one in a few that is a non ion channel protein related to epilepsy. We reported here original
structural data about human EFHCI C-terminus (referred as EFCHIC), containing the last
DMI10 domain and the EF-hand motif. The target protein was expressed mainly in the soluble
form and purification protocol including tag removal was established. Final purified protein
presented high stability; CD spectroscopic showed a high a-helical content, despite some [3-
strand also present and melting temperature was determined. We clearly showed evidence for
dimerization that must be further confirmed. Finally, crystallization trials are in progress in our
lab in order to determine the three-dimensional structure of EFHC1C, shedding light onto DM10

domain function in JME.
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4.3 RESULTADOS COMPLEMENTARES

A fim de se verificar ndo apenas o estado de oligomerizagdao da por¢ao C-terminal da
proteina EFHCI1, mas se ha de fato ligacdo a calcio pelo motivo EF-hand, foram realizados
experimentos de dicroismo circular (CD). Apds clivagem da cauda SUMO e purificagdo por

troca idnica, a proteina clivada EFHCI1C foi dialisada em trés diferentes tampdes:

1) Na,HPO4 e NaH,PO4 10 mM, pH 7,2;
2) Na,HPO4 e NaH,PO4 10 mM, pH 7,2, DTT 1 mM;

3) Na,HPO, e NaH,PO4 10 mM, pH 7,2, EDTA 1 mM.

Ap6s a didlise, a concentracdo das amostras foi estimada pelo método descrito por Scopes
(1974) e considerando-se também o coeficiente de extingao (&280) calculado pelo Protparam.

Realizamos, ainda, uma curva de concentracdo com CaCl, com a finalidade de se
determinar até que concentragdo de calcio a proteina poderia se ligar, mantendo a concentragdo
da EFHCI1C constante.

Todavia, tivemos problemas com o branco da amostra contendo EDTA. A medida que
acrescentavamos cloreto de calcio, a solucao se tornava particulada (CaCl, acima de 1,5 mM).
Evidentemente, essa suspensdo particulada impossibilitou a comparagdo da proteina com e sem o
agente redutor.

Apesar deste problema, pudemos observar que a por¢do C-terminal da proteina de fato se
liga a calcio. Somente a partir de 2,5 mM de CaCl, a solugdo protéica passou a ficar igualmente
particulada, enquanto a solucdo “branco” apresentava-se particulada a partir de 1,5 mM de

calcio. Apesar desta constatacdo, os dados coletados de CD ndo sdo de todo confiaveis,
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necessitando de mais controles; além disso, temos a questdo da solucdo “branco” se apresentar
particulada com a presenca do CaCl,, problema este que precisa ser contornado.

Realizamos ainda experimentos com SAXS, das amostras SUMO-EFHCIN e EFHCIC.
Obtivemos as curvas I(q) x 26 (intensidade de espalhamento em funcdo do angulo de

espalhamento) e a funcao de distribui¢ao de distancias p(r) (figura 19).
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Figura 19: Dados experimentais preliminares de difragdo de raios X a baixo angulo (SAXS) para as proteinas
EFHCIN e EFHCIC. (A) e (C) grafico de espalhamento de raios X gerado pela proteina em solu¢do em fungdo do
angulo de espalhamento, de EFHCIN e EFHCIC, respectivamente. (B) e (D) grafico indicativo da conformagao da

proteina [funcdo de distribuicdo das distancias p(r)], de EFHCIN e EFHCI1C, respectivamente.
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Foi possivel reconstituir o envelope da fusio SUMO-EFHCIN (figura 20) e através de
estruturas cristalograficas de proteinas contendo o motivo EF-hand, foi possivel criar um modelo

ab initio da por¢ao C-terminal (figura 21).

Figura 20: Envelope gerado através dos dados experimentais de SUMO-EFHCIN.
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Figura 21: Modelo ab initio gerado da proteina EFHCIC.
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Todavia, ndo ha informagdo estrutural alguma do dominio DM10, o que diminui a
confianga no modelo gerado. Temos dois dominios nesta proteina truncada, o EF-hand presente
em diversas proteinas de uma superfamilia com sua estrutura cristalografica resolvida, e o DM10
apenas com predi¢cdo de estrutura secundaria disponivel (King et al., 2006).

No caso da proteina SUMO-EFHCIN, as medidas preliminares de SAXS mostraram que
ha duas populagdes da proteina presente na amostra. Este dado foi confirmado por filtragdo em
gel, onde se obtém dois picos cromatograficos que se sobrepdem, sem, contudo, se resolverem na
cromatografia (dados ndo mostrados). H4 ainda a necessidade de clivar a cauda e realizar novas
medidas de SAXS, que trardo subsidios no caso de uma possivel cristalizacdo desta por¢ao da
EFHC1. Ressaltamos ainda que se nao houver nenhuma proteina com sua estrutura
tridimensional resolvida com uma certa porcentagem de similaridade, ndo serd possivel criar um

modelo ab initio de baixa resolu¢dao de EFHCIN.
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4.4 CONCLUSAO

Obtivemos proteina soluvel tanto para a por¢cdo N- quanto para a C-terminal da proteina
humana EFHCI1, testando uma unica cauda de fusdo em sistema procariotico. Observamos
diferentes graus de afinidade a resina de niquel Ni-NTA, devido possivelmente ao fato da cauda
de histidina se apresentar mais ou menos exposta em uma ou outra constru¢do. Poderiamos
especular ainda se este diferente nivel de captura ndo estaria relacionado as diferentes
quantidades de proteina expressas pela bactéria, uma vez que a por¢do do gene correspondente
ao N-terminal apresenta 31 codons raros, enquanto a por¢do do gene relativo ao C-terminal
apresenta apenas 16 (anexos 4 ¢ 6).

As diferencas observadas entre EFHCIN ¢ EFHCIC nao foram apenas em sua captura,
mas principalmente no momento da clivagem da cauda SUMO. Nao foi possivel a clivagem da
causa nas condicdes testadas para a EFHCIN. Apesar disto, algumas informagdes foram obtidas
através de filtragdo em gel e SAXS: a amostra apresenta-se com duas populagdes de proteinas
distintas. Seriam diferentes estados de oligomerizagao?

Em relagdo a EFHCIC, a purificagdo apresenta alto rendimento e a proteina, além de
bastante soluvel, ¢ bastante estavel. A clivagem da cauda foi bem sucedida e a etapa final de
purificagdo alcangou um grau elevado de pureza. Uma caracterizagdo espectroscopica parcial foi
realizada através de dicroismo circular, que mostrou que a proteina ¢ composta de
aproximadamente 42% de a-hélices e 15% de folhas-f. Como determinado nos experimentos de
desnaturacao térmica realizados, a proteina apresenta uma temperatura de transi¢ao calculada em
54,5°C. Nao se realizaram experimentos de fluorescéncia, pois esta porcdo da proteina nao

apresenta nenhum residuo de triptofano.
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Obtivemos ainda um modelo de baixa resolucao por SAXS, mostrando que a proteina em
solucdo apresenta forma prolata. E observamos ainda evidéncias de que a proteina forma
dimeros: além da presenca de trés residuos de cisteina presentes, essa dimerizagdo possivelmente
tem envolvido outros fatores, em especial sua conformacao.

Como a proteina esta relacionada a epilepsia mioclonica juvenil? Esta pergunta ainda nao
foi respondida, mas a resolugdo tridimensional da estrutura da EFHC1 podera trazer novas luzes
para a compreensdo desta importante forma de epilepsia, se ndo a mais comum, uma das que
mais afetam adultos e adolescentes. Caso fique provada que sua interagdo com canal de célcio,
desregulando-o, leva ao desenvolvimento de crises epilépticas, farmacos poderdo ser desenhadas
para especificamente controlar essa interacdo protéica atenuando ou mesmo eliminando as crises.

Testes para cristalizagdo de ambas as por¢des da proteina estdo atualmente em andamento
através de colaboracdo estabelecida com o Prof. Dr. Ricardo Aparicio, do Instituto de Quimica

da Unicamp.

4.5 PERSPECTIVAS

Novos testes de clivagem da SUMO-EFHCIN estdo j4 em andamento em nosso
laboratorio. Caso seja bem sucedida, uma caracterizacdo espectroscéopica por CD e fluorescéncia
devera ser realizada, além de analise por SAXS.

Em relacdo a EFHCIC, as evidéncias de dimeriza¢do deverdo ser confirmadas, por
experimentos como DLS ou mesmo SAXS, com e sem a presenca do agente redutor DTT. Além
disso, experimentos mais controlados de CD deverao ser conduzidos em relagdo a interacao da

proteina com calcio.
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Como mencionado acima, ensaios de cristalografia estdo em andamento, num esforgo
para se obter a resolugdo tridimensional da por¢cao N- e C-terminal de EFHCI.

Adicionalmente, mas ndo menos importante, poderao ser confirmadas as interagdes da
EFHCI com as proteinas Ca,2.3 e TRPM2, seja por métodos in vitro, seja por métodos in vivo,
como o duplo hibrido de leveduras. Este ultimo método podera esclarecer o papel da EFHCI1 na

interagdo com proteinas do fuso mitdtico (de Nijs et al., 2006; Grisar et al., 2006).
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ATG GAA
CTC TTA
ACC AAA
TCC TTT
TTA TIC
TTC EXEE
AGC CTT
GAC CTG
GCA ACT
AAG GAT
ACT TTT
TGG GAC
B cTC
AGT TTT
ACA TTC
AAA TGG
B caa
GTA ATT
TAC GCA
GTC ATG
CCT CTT
GAT GCA
TCC ATT
GTT GAC

TCA
TCT
GAT
GTG
ACA
GAA
GCA
AGG
GTT
TTC
TCT
CAT
ATT
GCA
AAG
AAC

TAT
GTG
AAA
CAA
GAG
AAT
TTA

GAA
GCG
AAT

TCG
AAC
AAC
GGT
GAA
GAT
TAT
GTG
GAA
AAT
ATT

GTC
CAG
AAG
TGG

AAA
AAG
AGC

CTT
GCT
TCT
AAC
AAC
AAC
AAT
GAC
TGC
TTG
GAA
ACT

GAA
AAC

TGG
CAC

AAT
GCC
CGT
GCA

The Number of Bases

AGC
TTG
TTA
GGT
TCC
AAC
AAT
TCA
ATC
AAT
AAG
CAG
TTC
AAC
GGA
ACA
AAC
TTC
GGC
AAT
AAA
AAT
TGA

AAA AGG ATG
CTG ACT GAG
TGT GAG AAT
TTT ACT GAA
TTT GAT GTG
ATC AAG TCA
CTC CAG ACA
TTT AAT TGT
TAC TGC GAA
ATT [pC3| Gaa
GAT GAG TAT
ACC TTC CGG
CTC TAT GTT
ISR aaa aTC
AAC TGG TAC
TTC TAC TCC
CCT CAG ACA
AAA GCA ACA
TCA GTG AAA
TCC TCG TTC
TAC CAA TAT
TTT GIG AAA
TTT CTT TTT

ANEXO 1

LGI1 codon usage

GGA AAT GCC

AAG AAA
Gce BEA tcc
ATC TCA GAA
ATC AGT GAT
ATT TCA BEa
CTC CCA AAA
GAC TGT AAA
cee [@EE cca
TTT GCA AAG
GTA GTC ATC
AAT TAT GAC
ATT GTG GCC
CAG GAT ATT
TTT GTT GTT
CAT CAA TCC
crc Bea R
CAA TTA TTC

GAC GTG
CAG GAT ATT
GCA ATT CTT
TTT CAG GAA
GCT TCC AGT

TGC
CCA
ATT

GAT
CAT
GAT
CTG
GAA
TCT
GCT
AAC
CAG
GAA
GCT
TTA
CCT
ACT
TAC
CAG
GGA
TTA
TTT

in the above Sequence = 1674

The Number of Codons in the above Sequence = 558

Repeated and/or Consecutive Rare C

CGG GGA
aca [XS8
S cea

1

1

=1

ATT
GCG
CCaA
AGT
GCT
ACT
ATT

TAC
CAA
CAG
ATT
CTG
ATT
GAC
CAC
CAT
AAC
ATT
AGG
AGT
AAT
AAG

CCC|
AAG
CGC
TTT
TTT
TTC
TTC
TGG
AAG
GAC
CCT
ACA
TTT
CTC
AGT
GCG
TTA
CAA
TGC
ATG
GAT
GTT
GGA

CTG
CCA
ACC
TTA
ATT
CGG

AAG
CTG
TTT
GGC
GGT

TCA
TGG
ATT
ACT
TTG
CCA
TAC
CAG
AAT

GTT
TTC
GGT
GGA
GGC
GTG
CGC
CCT
ACT
ACA
GGC
ATC

TAC
CTG
GAC
ACA
TCG
TCC
GCA
ACA

TGC
CCT

CTT
CTG
GAA
AAA
TAT
GGA
TCC
TCT
GCT
AGG
TCT
ATT

TTT
CCA
CAG

ATT
CCT
CCT
CCA
CCA
AAG
GAT
TGG
ATC
CAA
AAA
ACT
CAC
AAA
GGT
GAC
AGT
CCT
TTC

ACT
AGA
ATT

GCT
GCC
GAT
TCG
CAT
TCA
TCT
CTT
AAT
TCA
TGC
GTA
ATC
CCC]
TTT
ACT
AGT
AAC
ATT

CAA
TCA
TAC

Amino Acid

|Rare Codon

|Frequency of Occurrence

= E

Arginine ICGG I z
lace |4

[ea 9

. lcea E
Glycine I |3
|Isoleucine [E |7
|Leucine ’E |5
|Proline I |3
|Threonine I- |2

odons

trinca de bases correspondente

ACa| trinca de bases correspondente

sitio de restrigdo interno

ao residuo 222

ao residuo 224

BamHI
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TAT
GTG
GTT
CTG
TTA
TTA
GGC
AGT
TTG
ATT
GTA
TAT
AAT
ACT
GAT
TCC
ATG
GGT
ATG
GTG
TTC

TTC
TGT
ATC
CAG
GAG
ATT
ACA
CAC
CTC
TCC
TTC
TGC
AAG
GAC
ACC
GTG
CAG
GAG
GAT
GTG
TAT
ACA
CAT

ACT
TCA
CTC
TAT
CAC
AAT
ACC
TCC

CTT
AAG
ATT
ATT
GAA
CGT
GAT
TCC
TTC
AAC
CAT
GTC

TGT
TGT
TTA
TTG
TTA
TTG
GTG
AAT
TCG
GAC
GAA
CCT
GAC
GAA
TAC
TAT
CCT
GTG

CAG
TGG
GTG



Key

ANEXO 2

PSIPRED PREDICTION RESULTS LGI1

Conf: Confidence (0=low, 9=high)
Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil)
AA: Target sequence

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.3 by David Jones)

Conf:
Pred:
AA:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

988888877887451567889999999898612346667786787552377478377411
CCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCEECCCEEEECCCCC
MESERSKRMGNACIPLKRIAYFLCLLSALLLTEGKKPAKPKCPAVCTCTKDNALCENARS

10 20 30 40 50 60

788888221288734762431173775077634588757861003076770484115789
CCCCCCCCCEEEECCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCEEECCCCCCCEECHHHHCCCCCCCEE
IPRTVPPDVISLSFVRSGFTEISEGSFLFTPSLOQLLLFTSNSFDVISDDAFIGLPHLEYL

70 80 90 100 110 120

834873203177883167544489736870320275781531005389824888621334
EECCCCCEEECHHHHCCCCCCCEEECCCCCCCCCCHHHHCCCCCCCEEEECCCCCCCCCC
FIENNNIKSISRHTFRGLKSLIHLSLANNNLQTLPKDIFKGLDSLTNVDLRGNSEFNCDCK

130 140 150 160 170 180

389888998458600543226887992940001688894310000112467656767602
HHHHHHHHHHCCCCCCCCEECCCHHHCCCCEEECCHHHCCCCHHHCCCCCCCCCCCCCCC
LKWLVEWLGHTNATVEDIYCEGPPEYKKRKINSLSSKDFDC! EEFAKSQDLPYQSLSID

190 200 210 220 230 240

233568505887347666763046620122220001037876320210346780179823
CCCCCCCCEEEEECCCCCCCCEEEEEHHHHHHHHHHCCCCCCHHHEEEEEECCCEEEEEE
TFSYLNDEYVVIAQPFTGKCIFLEWDHVEKTFRNYDNITGTSTVVCKPIVIETQLYVIVA

250 260 270 280 290 300

002660345302432122100136623505888512899989089985457887410589
CCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHHHCCCCCEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCEEEE
QLFGGSHIYKRDSFANKFIKIQDIEILKIRKPNDIETFKIENNWYFVVADSSKAGFTTIY

310 320 330 340 350 360

846895330354310002252112313753357888631542566574689743884024
EECCCCCCCCCCCCHHCCCCCCEEEECCCCCCCCCCCCEEECCCCCCCEEEEECCCCEEE
KWNGNGFYSHQSLHAWYRDTDVEYLEIVRTPQTLRTPHLILSSSSQRPVIYQWNKATQLF

370 380 390 400 410 420

662424775423676458860201210010003537999818635542006787501468
EECCCCCCCCCEEEEEEEEECCCEEEEHHHHHCCEEEEEECCCCEEEEECCCCCCEEEEE
TNQTDIPNMEDVYAVKHF SVKGDVYICLTRFIGDSKVMKWGGSSFQDIQRMPSRGSMVFEQ

430 440 450 460 470 480

888858099999704560378887364000000001101262205666417850798815
EEEECCCEEEEEEECCCCEEEEEECCCCCCCCEEHHHCCCCCCEEEEEEECCCEEEEECC
PLOINNYQYAILGSDYSFTQVYNWDAEKAKFVKFQELNVQAPRSFTHVSINKRNFLFASS

490 500 510 520 530 540

78960588999888429

CCCCEEEEEEEEEEECC

FKGNTQIYKHVIVDLSA
550

! residuo 222, indicando o término do clone LGILIN
E residuo 224, indicando o inicio do clone LGI1C
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ANEXO 3

‘ ‘ ‘ pl negatively | positively ‘
Proteina bp AA MW tebrico cha!rged chzfrged Vetor
residues residues
Caudas | |
SUMO | 357 | 119 | 134 | 59 | 21 | 16 | pETSUMO |
MBP 1176 | 392 | 430 | 55 | 52 | 47 | pETMBP |
NusA | 1557 | 518 | 573 | 46 | 99 | 59 | pETNusA |
GST | 690 | 229 | 267 | 59 | 35 | 31 | pGEX-4T1 |
Trx | 327 | 109 | 179 | 52 | 26 | 16 | pET32a |
His, 57 |19 | 20 | 96 | 0 | 1 | pET28a |
Proteinas-alvo | |
LGII (AA 1-557) . 1674 | 557 | 638 | 81 | 56 | 62 | — |
LGIIN(AA1-222) | 669 | 222 | 248 | 83 | 24 | 27 | — |
LGIIC (AA224-557) | 1005 | 335 | 389 | 85 | 32 | 35 |[= |
LGI1 isoforma 892 | 201 | 331 | 66 | 34 | 33 1 |
LGI1 tr5 | 748 | 243 | 284 | 93 | 21 | 28 | = |
LGI1 tr6 C 442 | 141 | 163 | 92 | 11 | 15 | — |
ED-ADAM22 | 1473 | 487 | 538 | 57 | 63 | 54 1 |
hKvp1.3 | 1203 | 401 | 447 | 94 | 38 | 52 | — |
Proteinas de fusao | |
GST-LGI1 | - | 78 | 904 | 77 | 91 | 93 | pGEX-4T1 |
| | | | | | | |
GST-LGIIC - | 565 | 657 | 69 | 67 | 66 | pGEX-4T1 |
Trx-LGI1 - | 724 | 81,7 | 66 | 82 | 78 | pET32a |
Trx-LGIIN o — | 387 | 46 | 60 | 24 | 27 | pET32a |
Trx-LGI1C - | 503 | 570 | 62 | 58 | 51 | pET32a |
SUMO-LGII | - | 616 | 712 | 76 | 77 | 78 | pETSUMO |
SUMO-LGIIC | — | 455 | 524 | 68 | 53 | 51 | pETSUMO |
MBP-LGI1C = | 729 | 822 | 62 | 84 | 77 | pETMBP |
NusA-LGI1C - | 85 | 965 | 50 | 131 | 94 | pETNusA |
SUMO-hKvB1.3 | — | 520 | 581 | 90 | 59 | 68 | pETSUMO |
SUMO-ADAM?22 - | 606 | 672 | 58 | 84 | 70 | pETSUMO |
Controles e proteases | |
MBP-GFP - | 633 | 701 | 56 | 86 | 69 | pETMBP |
NusA-GFP o — | 759 | 844 | 48 | 133 | 86 | pETNusA |
His-TEV | - | 249 | 284 | 86 | 21 | 24 | pS219V |
His-Ulpl | - | 232 | 268 | 68 | 30 | 29 | pH6UIpl |
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ACT TGG TCT [EE
CTG AAA TTT GAT
AAC ATT TAC TAT
CAA GGC AAG TTA
AAT cea IR
TTT TTA GAA AGC
AAA CAG CCT CTT
CAG GTIC CTT
CAT TAC TAT CTT
CCA CTC ATG
GAA ATC TCT

ATC CTT AGA

ATC ACT GAT TTA

ATG
GCC
TAT

AAC
CAA
CGT
TTC
ATG
AAC
GAC
ACT
TGA

The Number of Bases

TAT TTC CAA
B caa Gar

ATC ACA ATT

AAG TAT GIC
TAT GCA ATC
GAT GAT (IS8
CGC CAG CGT
CAA GAA GTG
TTC TTC ATT
CGC GAG GAT

Ccca
GAA
GAC
CGG
TAT
TTA
ACC
TGG
GTG
GTG
TTG
TAT

ANEXO 4

EFHCIN codon usage

CCT
GAT
AGC
GGC
AAT
CCA
GAT
GAA

GAA
GAT

GCG
GTT
ATG
GCC

CCa
TCA
GAT
ATT

TGG
TGT

in the above Sequence =

The Number of Codons in the above Sequence

GAT
CCT
TCT
AAG
ACT
CCA
GAC
ACA
GTT
TAT
GAT

888

TTT
ATG
GTC
AAT
TTC
GAG
TTT
GAC
GAG
TTG
ACT
CCa

296

ATT
TCA
o
CGC
AAG
GAT
AGC
GTC
GTG
GCT
TTT

CCT
ACT
GAG
CGG
GTT
ATG
CAA
ATG
CAC
GAA

ACT

GCG
GAG
CCT
GGT
GTT
GCT
CTC
TAT
GAA
AAT
GAC

CAT
GAA
GTT
GAC
GAC
CTT
AAG
GGT
CGG
GCA
TTC
CGG

GTG
CAG
GTA
CAT
TGT
GAT
CAA
GAA
AAT
AAG
ATT
TAT

GCC
TAT
GAA
TAC
GAC
CCT
TTT
TGT
GAT
AAC
GTT
TAC

Amino Acid ‘Rare Codon

|Frequency of Occurrence

&= B

’CGG |5
Arginine

ace L

aca E

‘GGA |4
Glycine

| E
|Isoleucine |E |3
‘Leucine ‘ |5
’P roline ’- |2

‘Threonine ‘-

Repeated and/or Consecutive Rare Codons

cee A =1

) cea [BR = 1
BEE - 2

&) cce = 1

113

TTT
AGG
AAT
CAT
CAA
TAC
CTC
CGG

TTC

GAC
ATC
TCT
TGG
TTC
ACT
ACC
ACC

CCT
AAG
GAG

CGT

ACA
GAA
TTT
TAC
GAT
CAG
TCA
AAG

AAG
CAG
ATC
GAC
CAG
CTC
GAC
ATC
CCT
TGT
CTC
TTT

GTA
GTG
CTT

GTA

ATT
TTC
GTG
ACT
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ANEXO 5

PSIPRED PREDICTION RESULTS EFHCIN

Conf: Confidence (0=low, 9=high)
Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil)
AA: Target sequence

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.5 by David Jones)

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

988889887533431467637907877545641465552000102279999982288099
CCCCCCCCCCCCCCHHHHHHCCEEEEEEEEEECCCCCCCHHCCEEEEEEEEEEECCCCEE
TWSPMKQAPPADF IPAHVAFDKKVLKFDAYFQEDVPMSTEEQYRIRQVNIYYYLEDDSMS

10 20 30 40 50 60

973473116898752557754578888861359990259748997489999828678999
EEECCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCHHHHCCCCEEEEEEEEEEEEECCHHHHH
VIEPVVENSGILQGKLIKRQRLAKNDRGDHYHWKDLNRGINITIYGKTFRVVDCDQFTQV

70 80 90 100 110 120

999869637887667888368885101247787556799999987289278999997077
HHHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEECCC
FLESQGIELNPPEKMALDPYTELRKQPLRKYVTPSDFDQLKQFLTFDKQVLRFYAIWDDT

130 140 150 160 170 180

877670569999999857919999736765887775300253114554455432233212
CCCCCCEEEEEEEEEEECCEEEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCC
DSMYGECRTYIIHYYLMDDTVEIREVHERNDGRDPFPLLMNRQRVPKVLVENAKNEFPQCV

190 200 210 220 230 240

3456754320059988265988997893799978968999999986499879

CCCCCCCCCCCCCHHHCCCCCEEEECCCEEEEECCCHHHHHHHHHHCCCCCC

LEISDQEVLEWYTAKDFIVGKSLTILGRTFFIYDCDPFTRRYYKEKFGITDL
250 260 270 280 290
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TTT
TAT
ACC
ACT
GCT
AGC
GCT
ATT
GCT
TTG
TTC

The

The

TCT
TTG GCT
GAC ATG
AAA GTT
GTG ATT
AAC GCT
CCA GAA
CAG AAG
TCA GGA
GTT AAG
TCA AAC

GTA
ATC
GTT
GAA
GCC
GCA
CAA
TAT
GAG
TGA

ATG
CTG
AGT

GTG
CAG
GAA
CTG
GTG
TTA
CTC

Number of Bases

GAa TCC [EE

ATC TTT GAG
CCA TAC TCT
TTT GGT CAC
TAT TCA CCA
AGC AAG CAA

GAC HEH cAC

ATC AGG ATG
GAG GAT

ATC
CCT
ACA
CGG
GAA
ACT
TCA
ATG
TGC

ANEXO 6

EFHCIC codon usage

CCA
CCT
GTG
TTC
GCA
GAA
TGC
TTC
TCT

GAC
GAA
GTT
GAC
ATC
CTC
AAG

TTT
CAT

in the above Sequence =

Number of Codons in the above Sequence

GTT
GAC
CGC
AAC
ATC
GCG
GAT
GAC

741

ATT

AAT
CCT
CTT
TCA
CCa
AAC
ATC
GAA

247

GAC
TCT
GTC
GAT
ATT
GGC
ATT
TGT
GGC

ATG
CGC
GGT
TAC
ACA
CAG
GTG
CGT
GAA

CTG

ATC
TAT
GAC
AAC
CAG
GAG
TCG
ATT

GTG
TTT
ATT
GGC
GAG
CAT
GAA
GCA
CTT
AAC

AAT
GTC

TAT
GTC
TTG
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ANEXO 7

PSIPRED PREDICTION RESULTS EFHCI1C

Conf: Confidence (0=low, 9=high)
Pred: Predicted secondary structure (H=helix, E=strand, C=coil)
AA: Target sequence

# PSIPRED HFORMAT (PSIPRED V2.5 by David Jones)
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Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:

Conf:
Pred:
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10 20 30 40 50 60
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190 200 210 220 230

116



ARTIGO PUBLICADO

“Identification and characterization of a proteolysis resistant fragment containing the PCI

domain in the Arabidopsis thaliana INT6/elF3e translation factor”

Marcelo Jun Murai, Carneiro, F. R. G., Gozzo, F. C., Ierardi, D. F.,

Pertinhez, T. A., and Zanchin, N. I. T.

Publicado na Revista

Cell Biochemistry and Biophysics

117



Dados produzidos no inicio da pos-graduacao, sob orientagdo do Prof. Dr. Nilson Ivo
Tonin Zanchin, do Laboratorio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), antes de mudanga de

orientacdo. Posteriormente foi publicado na revista Cell Biochemistry and Biophysics.

118



© Copyright 2006 by Humana Press Inc.
All rights of any nature whatsoever reserved.
1085-9195/(Online)1559-0283/06/44:522—-529/$30.00
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Identification and Characterization of a Proteolysis-Resistant
Fragment Containing the PCI Domain in the Arabidopsis thaliana
INT6/elF3e Translation Factor

Marcelo J. Murai, Flavia R. G. Carneiro, Fabio C. Gozzo, Daniela F. lerardi,
Thelma A. Pertinhez, and Nilson I. T. Zanchin*

Center for Structural Molecular Biology, Brazilian Synchrotron Light Laboratory—LNLS, Campinas-SP, Brazil

Abstract

The PCI domain comprises approx 200 amino acids and is found in subunits of the eukaryotic translation ini-
tiation factor 3 (elF3), the 265 proteasome and the COP9/signalosome complexes. The PCI domain is involved
in protein—protein interaction, and mouse INT6 truncated proteins lacking the PCI domain show cell malignant-
transforming activity. In this work, the Arabidopsis thaliana INT6/elF3e (AtINT6) protein was dissected using
limited proteolysis, and a protease-resistant fragment containing the PCI domain was identified. Based on mass
spectrometry analyses of the protease-resistant fragments and on secondary structure prediction, AtINT6-trun-
cated proteins were cloned and expressed in Escherichia coli. Stability studies using thermal unfolding followed
by circular dichroism revealed a midpoint transition temperature of 44°C for the full-length AtINT6 protein,
whereas the truncated proteins comprising residues 125-415 (AtINT6TR2) and 172-415 (AtINT6TR3) showed
transition temperatures of 49 and 58°C, respectively. AtINT6TR3 contains the PCI domain with additional amino
acids at the N and C termini. It shows high solubility, and together with the high thermal stability, should facil-
itate further characterization of the PCI domain structure, which is important to understand its function in pro-

tein—protein interaction.

Index Entries: PCI domain; elF3; INT6; limited proteolysis; circular dichroism.

INTRODUCTION

Sequence alignment identified the PCI domain in the
subunits of three large protein complexes: the 26S pro-
teasome, the plant photomorphogenic regulatory com-
plex (COP9), and the translation initiation factor 3
complex (elF3) (1). It has been predicted to be a 200-
amino acid a-helical domain involved in protein—pro-
tein interaction (1,2).

INT®6 is a PCI domain-containing protein first identi-
fied in mice, being encoded by a gene located in a fre-
quent genome integration site of the mouse mammary
tumor virus (MMTV) (3). Studies with truncated pro-
teins generated by MMTV integration in the mouse

* Author to whom all correspondence and reprint requests
should be addressed. E-mail: zanchin@Inls.br
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genome indicated that INT6 might be involved in the
control of cell proliferation (4,5). Interestingly, in this
case, these proteins did not contain the PCI domain.
INT6 was subsequently shown to copurify with the eIF3
complex isolated from both reticulocyte lysates and
human HelLa cells (6). In addition, it has been suggested
to act in translational repression via interaction with the
P56 interferon-induced protein (7,8). INT6 interacts also
with the human type I T-cell leukemia virus Tax onco-
protein (9) and with the Ret finger protein 1 (10). INT6
interaction with the Tax leads to subcellular redistribu-
tion (9) that probably affects its function. Indeed, under
normal conditions INT6 shows a cell cycle-dependent
localization with a preference for the nuclear compart-
ment (11). In Arabidopsis thaliana, the INT6 ortholog
(AtINT6) has been found preferentially in the nucleus
and interacts directly with the ¢ subunit of eIlF3 and
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with the CSN7 subunit of the COP9 signalosome (12).
The COP9 complex is a suppressor of light-dependent
development; nonetheless, equivalent complexes are
found in eukaryotic organisms with one exception, the
yeast Saccharomyces cerevisiae. Therefore, protein interac-
tion studies in A. thaliana provided evidence that the
nuclear role of INT6 is associated with the function of
the COP9 signalosome.

INT6 has many interacting partners and its interac-
tion activity has been assigned to the PCI domain that is
found in the C-terminal half of the protein (2,12).
However, it is unclear how this domain can recognize
multiple proteins, and the characterization of its struc-
ture should provide relevant information about its
mechanism of action. Recently, two nuclear magnetic
resonance structures of partial PCI domains have being
deposited in the Protein Data Bank (PDB) by S. Suzuki
and coworkers for the mouse hypothetical protein
Aah51541 and the COP9 complex subunit 4 (PDB acces-
sion no. 1WI9 and 1UFM, respectively). These partial
domains correspond to approximately one-third of the
domain identified by sequence alignment (1,2) and do
not provide significant information about the PCI
domain function. Characterization of the mammalian
INT6 is hampered by the insolubility shown by the
recombinant protein. These facts have prompted us to
select the soluble A. thaliana INT6 protein, which shows
62% amino acid similarity to the human counterpart, for
limited proteolysis and conformational studies. The
protease-resistant fragments were identified by mass
spectrometry (MS), and some truncated forms of
AtINTG6 related to these fragments and containing the
PCI domain were constructed. They showed different
expression efficiency, solubility, and thermal stability.
Most importantly, the results presented in this work
evidenced that we have been able to identify a soluble
and highly stable AtINT6-truncated protein containing
the PCI domain, thus opening the way to the character-
ization of the PCI structure.

MATERIALS AND METHODS

Plasmid Construction, Protein Expression,
and Purification

The c¢DNA encoding A. thaliana INT6 (AtINT6)
(National Center for Biotechnology Information acces-
sion no. AF285832) was amplified by reverse transcrip-
tion followed by polymerase chain reaction (PCR) from
total RNA by using oligonucleotides ONZ39 (5-
AAAAGGATCCCTAGCGAGTTGCTTGCGCCTG-3")
and ONZ41 (5-GAGAGGATCCCATATGGAGGAAAG-
CAAACAGAAC-3'). The PCR product was inserted into
the Ndel and BamHI sites of the expression vector
pET28a (Novagen, Madison, WI), producing plasmid
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pET-AtINT6. Three truncated forms of AtINT6 were sub-
cloned into the Ndel and BamHI sites of pET28a plasmid to
express the PCl-containing region of AtINT6. The cDNA
region containing amino acids 124441 was amplified by
PCR using oligonucleotides ONZ127 (5-CCAGCATATG-
TACCAGATTGGTCCAGACC-3") and ONZ39 to produce
vector pET-AtINT6TR1. Vector pET-AtINT6TR2 contains
the cDNA region from amino acids 124 to 415, which was
PCR-amplified using oligonucleotides ONZ127 and
ONZ128 (5'CTGGATCCTAGTTTATCAACTGCTCAT-
GCAG-3’), and vector pET-AtINT6TR3 contains the cDNA
region encoding amino acids 172415, amplified by PCR
using oligonucleotides ONZ235 (5-GAGTCATAT-
GTGGGGAAAGCTCGCATCTGA-3) and ONZ128. All
vectors express proteins with a histidine-tag at the N ter-
minus, and the inserts were verified by DNA sequencing.

Proteins were expressed using E. coli strain BL21(DE3)
slyD-, kindly provided by Dr. Ryland Young (Texas A&M
University, College Station, TX). Protein expression assays
and cell extract preparation were performed as described
previously (13). Full-length AtINT6 and AtINT6TR2 pro-
teins were purified by metal-chelating chromatography
followed by ion-exchange chromatography on Q-
Sepharose (GE Healthcare, Little Chalfont, Bucking-
hamshire, UK). AtINT6TR3 was purified by a single
metal-chelating affinity chromatography step. For affinity
purification, the extract from 2 L of LB cultures was incu-
bated with 400 uL of Ni?*-NTA (QIAGEN, Valencia, CA)
for 1 h at 4°C; transferred to a spin column, which was
washed with 20 column volumes (cv) of buffer A (50
mM sodium phosphate, pH 7.2, 100 mM NaCl, 5% glyc-
erol, 1.5 mM imidazole, and 0.5 mM phenylmethylsul-
fonyl fluoride [PMSF]); and eluted with a linear 0-200
mM imidazole gradient in 45 cv of buffer A. Ion-exchange
chromatography was performed on a 5-mL Q-Sepharose
column (GE Healthcare). The column was washed with
10 mL of a buffer 1 (10 mM sodium phosphate, pH 7.2, 20
mM NaCl, 5% glycerol, and 3.5 mM 2-mercaptoethanol)
and eluted with 10 cov by using a 0-1000 mM NaCl gradi-
ent. Protein samples were concentrated using Ultrafree-4
centrifugal filter devices (Millipore, Billerica, MA), and
protein concentration was determined by extinction coef-
ficient at Azgo.

Circular Dichroism Spectroscopy

Circular dichroism (CD) experiments were performed
using a Jasco ]J-810 spectropolarimeter (Jasco. Tokyo,
Japan) coupled to a Peltier Jasco PFD-425 system for tem-
perature control. Protein samples were prepared at 4 pM
in 10 mM sodium phosphate buffer at pH 7.2. The spec-
tra were collected using a 1-mm optical path cell in the
spectral range of 190-260 nm, and a 1-mm bandwidth
with step size of 0.5 nm and scan speed of 50 nm/min.
For each measurement, the mean values of four spectra
were taken to improve the signal-to-noise ratio. The ellip-
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ticity was expressed as the mean residue molar ellipticity
(0) (deg-em™%dmol™). Thermal unfolding experiments
were performed by following the loss of secondary struc-
ture at 222 nm in the range from 10 to 90°C.

Limited Proteolysis of AtINT6

Sequencing-grade proteases (trypsin, thermolysin,
chymotrypsin, papain, and subtilysin) were purchased
from Sigma (St. Louis, MO). One hundred-microliter lim-
ited proteolysis reactions were performed in 10 mM Tris,
pH 7.4, 10 mM NaCl, and 3.5 mM 2-mercaptoethanol at
room temperature for up to 4 h. The concentration of
AtINT6 was 1 mg/mL, and the enzyme-to-substrate ratio
used was 1:100 (w/w). At time intervals, aliquots were
removed and boiled in sodium dodecyl sulfate-polyacry-
lamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) sample buffer to
inactivate the proteases. For MS analyses, trypsin was
inactivated with 1 mM PMSF. Time-course digestions
were analyzed by SDS-PAGE, and the protease-resistant
fragments were analyzed by MS.

Mass Spectrometry

For matrix-assisted laser desorption ionization/time of
flight (MALDI-TOF) peptide fingerprinting, proteolysis
reactions were fractionated on SDS-PAGE, and bands
were subjected to in-gel trypsin digestion for 16 h for com-
plete digestion. Samples were desalted with ZipTipC18
(Millipore), according to manufacturer’s instructions.
Subsequently, 0.5 uL of the sample was spotted with 0.5
uL of matrix solution on a stainless steel sample plate and
allowed to dry at room temperature. o-Cyano-4-hydrox-
ycinnamic acid (Sigma) at 10 mg/mL in water/acetoni-
trile (1:1, v/v) and 0.1% formic acid were used as matrix
for ionization. Mass spectra were acquired on a Voyager-
DE PRO MALDI-TOF (Applied Biosystems, Foster City,
CA) spectrometer. MS using electrospray ionization was
performed on a Waters/Micromass Q-Tof Ultima API
spectrometer (Waters, Milford, MA) with a nanoflow
interface. The digested sample (10 uL) was desalted using
a Waters Opti-Pak C18 trap column for 5 min. The sample
was eluted from the C18 trap column at a 250 nL/min
flow with a mobile phase containing water/acetonitrile
(1:1, v/v) and 0.1% formic acid. The instrument condi-
tions were 3 kV for the spray voltage, 100 V for the cone
voltage, cone gas at 30 L/h, and source temperature of
100°C. The final spectrum was processed using the
MaxEntl program (Waters/Micromass).

RESULTS AND DISCUSSION

Recombinant AtINT6 Protein Contains
a Protease-Resistant Domain

The A. thaliana INT6/elF3e ortholog (AtINT6) is a
441-amino acid protein sharing 62% amino acid similar-
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ity with the human INT6 protein (9). The human INT6 is
insoluble when expressed in bacterial systems (data not
shown); nonetheless, soluble AtINT6 can be obtained
using E. coli. Histidine-tagged AtINT6 was purified by
metal-chelating affinity and ion-exchange chromatogra-
phy (Fig. 1, lane I). To determine whether the PCI
domain defined by primary structure alignment (1,2)
also corresponds to a structural domain, we conducted
limited proteolysis experiments by using proteases
showing different specificities (trypsin, thermolysin,
chymotrypsin, papain, and subtilysin) to digest recom-
binant AtINT6 (Fig. 1). SDS-PAGE analyses of the pro-
tease-resistant products showed that chymotrypsin
produced a major fragment of approx 30 kDa (Fig. 1A).
Thermolysin and trypsin produced two well-defined
bands of approx 25 and 30 kDa and 18 and 30 kDa,
respectively (Fig. 1A,B). Although there is accumulation
of an approx 30-kDa band, the sample digested with
papain occurs as a smear of digested peptides (Fig. 1C).
For subtilysin, only a band of approx 18 kDa was
detectable at intermediate incubation times (Fig. 1D).
That an approx 30-kDa band was generated by limited
proteolysis with four of the five proteases tested (chy-
motrypsin, thermolysin, trypsin, and papain) indicated
that the proteolysis-resistant fragment should corre-
spond to the same region of AtINT6.

PCI Domain Is Part of the AtINT6
Protease-Resistant Product

To identify the amino acid sequence of the trypsin-
and thermolysin-resistant fragments, we initially per-
formed peptide fingerprinting by using MALDI-TOFMS.
The peptides identified for the approx 30-kDa trypsin-
resistant domain encompass the region from amino acid
167 to 418 (Fig. 2); however, several of the internal pep-
tides could not be detected. Nevertheless, the predicted
molecular mass of this region is 29,623.96 Da and is con-
sistent with the size of the product observed on SDS-
PAGE. The peptides identified for the approx 30- and
25-kDa thermolysin fragments contain amino acids
124-385 (predicted molecular mass of 31,056 Da) and
amino acids 175-385 (predicted molecular mass of 25,136
Da), respectively. Although the two fragments showed
sequence overlapping in the region from 175 to 385 and
molecular masses consistent with the bands observed by
SDS-PAGE, the peptide fingerprinting strategy turned
out to be inconclusive, because several internal peptides
could not be detected, thus raising doubts whether the N-
and C-terminal ends of the proteolysis products were
accurately determined. Therefore, the AtINT6 trypsin-
resistant products also were analyzed by MS under elec-
trospray ionization. Analysis with this technique
identified a major product of 29,623 Da (Fig. 3), which
includes amino acid residues from 167 to 418 because the
predicted molecular mass for this region of AtINT6 is
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Fig. 1. SDS-PAGE analyses of AtINT6 partial proteolysis. The proteases used in the assays are indicated above each
panel, and the incubation time is indicated above each lane. I, untreated AtINT6 protein. The molecular weight marker and

the protease resistant products also are indicated.

29,623.96 Da and matches exactly the trypsin-resistant
fragment identified by MALDI-TOF. The approx 30-kDa
thermolysin product (encompassing residues 124-385)
does not correspond exactly to the approx 30-kDa trypsin
(encompassing residues 167—418), suggesting that the
protease-resistant core fragment is located in the region
between amino acids 167-175 and 385-418 (Fig. 2). Note
that this region overlaps but does not match exactly the
region identified by sequence alignment in the C-termi-
nal half that contains approx 200 amino acids of the PCI
domain and characterized by the higher sequence conser-
vation (1,2). For AtINT6, the conserved C-terminal half
includes amino acids 288-404 (Conserved Domain
Database, www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.
cgi?uid=pfam01399). In conclusion, however, limited
proteolysis analyses revealed that the resistant fragments
include the PCI domain identified by sequence align-
ment with additional amino acids at the N terminus and
possibly also at the C terminus.

Construction and Expression of Truncated
Proteins Containing the PCI Domain

The finding that the trypsin and thermolysin proteol-
ysis products of AtINT6 show similar molecular mass
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but differ at the N- and C-terminal regions led us to con-
struct vectors to express two truncated proteins with N
and C terminus tentatively determined by using both
the MS information and secondary structure prediction.
Amino acid 124 corresponds to the N terminus of the
thermolysin largest resistant product, and amino acid
418 corresponds to the C terminus of the trypsin largest
fragment. The truncated protein AtINT6TR2 contains
this region (Fig. 4D), although its C terminus was set at
amino acid 415 instead of 418 to better fit the scores of
secondary structure prediction (14), which indicate low
scores for amino acids 417418 to form o-helix (data not
shown). Indeed, by removing these amino acids, we
intended to generate a truncated protein without
unstructured regions at the C terminus. In parallel, a
second truncated protein, AtINT6TRI1, containing
amino acids 124-441 was constructed to obtain a protein
with the native C terminus of AtINT6 (Fig. 4D), which
we expected to positively affect its stability.
Surprisingly, AtINT6TR1 was totally insoluble after
expression in E. coli (Fig. 4A,B), suggesting that the 26
C-terminal amino acids negatively interfere with the
folding of this truncated protein. Relatively high levels
of soluble AtINT6TR2 were obtained at lower incuba-
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Fig. 2. AtINT6 amino acid sequence showing the protease-resistant fragments identified by MALDI-TOF fingerprinting
and electrospray ionization MS. Lines underneath the amino acid sequence indicate the approx 30-kDa thermolysin-resis-
tant fragment (solid line), the approx 25-kDa thermolysin-resistant fragment (dotted line), and the approx 30-kDa trypsin-
resistant fragment (dashed line). Arrows indicate the fragment from residue 167 to 418 identified using electrospray
ionization. The secondary structure (predicted using PSIPRED) (11) is shown above the amino acid sequence. H, o-helix; E,
B-sheet; C, coil. The amino acid sequence corresponding to AtINT6TR1 is shown in italics, AtINT6TR?2 is in bold, and

AtINT6TR3 is marked with a gray box.

tion temperatures, such as 25°C (Fig. 4A), whereas incu-
bation of E. coli cells above this temperature resulted in
production of insoluble protein.

A third truncated form, AtINT6TR3, was constructed
to adjust the N terminus more closely to the trypsin
proteolytic product. This product contains amino acids
167418 and was identified by both MALDI-TOF and
electrospray ionization MS. The C terminus of
AtINT6TR3 corresponds to the C terminus of AtINT6TR2,
and the N terminus was set at amino acid 172 instead of
167 because, according to the secondary structure predic-
tion using PSIPRED (14), amino acids 167-171 show a low
score for a-helix formation (data not shown). Thus, as for
the C terminus, we intended to remove all unstructured
amino acids from the N terminus of AtINT6TR3 (Fig. 4D).
As shown in Figure 4, this strategy was very effective to
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generate a truncated protein showing high level of
expression in E. coli. AtINT6TR3 also showed high solu-
bility, being soluble even in cells incubated at higher tem-
peratures, thus suggesting it to be more stable than
AtINT6TR2. AtINT6TR3, made up of amino acids
172-415, contains the predicted PCI domain identified by
bioinformatics and should serve as a model protein for
the structural characterization of the PCI domain.

Conformational and Stability Analyses
of AtINT6 and of Its Truncated Forms

The purified recombinant proteins (Fig. 4C) showed
CD spectra with high helical content (Fig. 5), as pre-
dicted for the PCI domain and for the AtINT6 full-
length protein (1,2). The CD spectra obtained for
AtINT6 and AtINT6TR2 are very similar. Interestingly,
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AtINT6TR3 exhibits a hyperoptical activity and the
band at 220 nm shifted to 225 nm. Indeed, the
AtINT6TR3-AtINT6 difference spectrum (Fig. 5, inset)
reveals a negative band at 230 nm that can be assigned
to the lower content of aromatic residues in AtINT6TR3
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(28) compared with AtINT6 (46) and AtINT6TR2 (37).
Indeed, aromatic residues show a positive contribution
in this region of the CD spectrum (15). In addition, the
positive and negative peaks at 195 and 208 nm, respec-
tively, of the difference spectrum indicate that
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AtINT6TR3 is characterized by a higher content of a-
helix (Fig. 5, inset). However, the overlapping of the
222-nm contribution because of the a-helix with the aro-
matic contribution at 230 nm does not allow quantita-
tive estimation.

The differences observed in the expression levels of
the recombinant proteins indicate that folding and sta-
bility of AtINT6TR3 should be favored compared with
AtINT6TR2 and full-length AtINT6. Thermal unfold-
ing was followed by CD and showed that AtINT6 and
AtINT6TR2 possess midpoint transition temperatures
of 44 and 49°C (Fig. 6), respectively. AtINT6TR3, in
contrast, exhibited a significantly higher midpoint
transition temperature of 58°C, with a sharper transi-
tion from the folded to the unfolded state (Fig. 6), con-
firming the higher structure stability and a stronger
cooperativity of the transition. After thermal denatura-
tion at 90°C, refolding was found to be irreversible for
the three proteins (data not shown). It is intriguing that
the 26 amino acids of the C terminus have such a
strong negative effect on the solubility of AtINT6TR1,
and we have no explanation so far. The effect of
deleting the sequence between amino acids 124 and
172 was striking, because AtINT6TR3 shows higher
expression levels, solubility, and thermal stability than
AtINT6TR2. In this case, however, we feel that these
differences are due to the high content of hydrophobic
residues of the 124-172 region that also includes two of
the five cysteine residues of the protease resistant
product (Fig. 2).

Characterizing the PCI domain structure is essential
to understanding its function because the mouse INT6-
truncated proteins lacking the PCI domain show cell-
transforming activity (4,5). Furthermore, INT6
protein—protein interaction activity is mediated by the
PCI domain region (2,12), and no clues are available to
explain how the PCI domain can specifically recognize
different binding partners. In conclusion, the combina-
tion of limited proteolysis, MS, and CD spectroscopy
used in this work allowed us to identify a truncated
protein showing high level of expression, and, more
importantly, high solubility and stability. This trun-
cated protein, AtINT6TR3, contains the PCI domain
identified by bioinformatics with some additional
amino acids at the N- and C-termini and has the poten-
tial to serve as a model protein for the three-dimen-
sional structure determination of the PCI domain.

AKNOWLEDGMENTS

We are grateful to Celso Eduardo Benedetti for pro-
viding A. thaliana mRNA; to Markus B. Smolka and José
Camillo Novello for the peptide fingerprinting analysis;
and to Patricia R. Marques, Tereza C. Lima Silva,

Cell Biochemistry and Biophysics

529

Adriana C. Alves, Luciana Rodrigues Camillo, and
Zildene Gongalves Correa for technical support.

REFERENCES

1. Hofmann, K. and Bucher, P. (1998) The PCI domain: a
common theme in three multiprotein complexes. Trends
Biochem. Sci. 23, 204-205.

2. Kim, T.,, Hofmann, K., von Arnim, A. G., and Chamovitz,
D. A. (2001) PCI complexes: pretty complex interactions in
diverse signaling pathways. Trends Plant Sci. 6, 379-386.

3. Marchetti, A., Buttitta, F., Miyazaki, S., Gallahan, D.,
Smith, G. H, and Callahan, R. (1995) Int-6, a highly con-
served, widely expressed gene, is mutated by mouse
mammary tumor virus in mammary preneoplasia. J. Virol.
69, 1932-1938.

4. Rasmussen, S. B., Kordon, E., Callahan, R., and Smith, G.
H. (2001) Evidence for the transforming activity of a trun-
cated Int6 gene, in vitro. Oncogene 20, 5291-5301.

5. Mayeur, G. L. and Hershey, ]J. W. (2002) Malignant trans-
formation by the eukaryotic translation initiation factor 3
subunit p48 (elF3e). FEBS Lett. 514, 49-54.

6. Asano, K., Merrick, W. C., and Hershey, J]. W. (1997) The
translation initiation factor eIF3-p48 subunit is encoded by
int-6, a site of frequent integration by the mouse mammary
tumor virus genome. . Biol. Chem. 272, 23,477-23,480.

7. Guo, J. and Sen, G. C. (2000) Characterization of the inter-
action between the interferon-induced protein P56 and the
Int6 protein encoded by a locus of insertion of the mouse
mammary tumor virus. J. Virol. 74, 1892-1899.

8. Guo, J., Hui, D. J., Merrick, W. C., and Sen, G. C. (2000) A
new pathway of translational regulation mediated by
eukaryotic initiation factor 3. EMBO J. 19, 6891-6899.

9. Desbois, C., Rousset, R., Bantignies, F., and Jalinot, P.
(1996) Exclusion of Int-6 from PML nuclear bodies by
binding to the HTLV-I Tax oncoprotein. Science 273,
951-953.

10. Moris-Desbois, C., Bochard, V., Reynaud, C., and Jalinot P.
(1999) Interaction between the Ret finger protein and the
int-6 gene product and co-localization into nuclear bodies.
J. Cell Sci. 112, 3331-3342.

11. Watkins S. J. and Norbury, C. J. (2004) Cell cycle-related
variation in subcellular localization of elF3e/INT6 in
human fibroblasts. Cell Prolif. 37, 149-160.

12. Yahalom, A., Kim, T. H., Winter, E., Karniol, B., von
Arnim, A. G., and Chamovitz, D. A. (2001) Arabidopsis
elF3e (INT-6) associates with both elF3c and the COP9 sig-
nalosome subunit CSN7. J. Biol. Chem. 276, 334-340.

13. Ausubel F. M., Brent R, Kingston R. (1998) Current
Protocols in Molecular Biology, New York: Wiley.

14. McGuffin L. J., Bryson K, and Jones D. T. (2000) The
PSIPRED protein structure prediction server. Bioinformatics
16, 404-405.

15. Sreerama, N., Manning, M. C., Poweres, M. E., Zhang, J.-
X., Goldenberg, D. P, and Woody, R. W. (1999) Tyrosine,
phenylalanine, and disulfide contributions to the circular
dichroism of proteins: circular dichroism spectra of wild-
type and mutant bovine pancreatic trypsin inhibitor.
Biochemistry 38, 10,814-10,822.

Volume 44, 2006



DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o contetido de minha dissertagdo/ tese de

mestrado/doutorado intitulada “Expressdo e purificagio de proteinas relacionadas a

epilepsia”

() ndo se enquadra no Artigo 1°, § 3° da Informagio CCPG 002/06, referente a
bioética e biosseguranga.

() estainserido no Projeto CIBio (Protocolo n° ), intitulado

() tem autorizagdo da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (Protocolo

n°® ).

( Y') tem autorizagcdo do Comité de Etica para Pesquisa com Seres Humanos (?)
rotocolo n°® 4?\0 /A3 ).

: ﬂﬁ’?%/’) /‘,_\ LV A~
Aluno: M(/Iércelo Jun Murai

T (% Gl
/Qljéltaxforaz Pr(%ﬁrzi Iscia Lopes-Cendes

e

Para uso da Comissdo ou Comité pertinente:

() Deferido () Indeferido

127



	junmurai_capa.pdf
	ii.pdf
	junmurai2.pdf
	boneco correção banca ver2.0.pdf
	Murai et al 2006.pdf
	127.pdf

