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RESUMO

As chaperonas moleculares estdo envolvidas na manutencdo da homeostase celular,
auxiliando no correto enovelamento de proteinas, e consequentemente em sua
funcionalidade. Duas familias de chaperonas moleculares participam de pontos-chave
neste sistema. Uma delas € a Hsp100 que tem papel importante na desagregacéao de
proteinas; a outra é a Hsp90 que tem o papel de auxiliar no enovelamento, ativacao, e
na translocacdo de proteinas regulatérias e sinalizadoras. Neste trabalho foram
caracterizadas as chaperonas Hsp100 e Hsp90 de cana-de-acucar, denominadas
SHsp101 e SsHsp90, respectivamente, cuja expressdo em niveis basais foi detectada
em tecido foliar. As proteinas recombinantes foram produzidas em Escherichia coli, de
maneira soluvel, e apés purificagdo apresentaram-se enoveladas. A SHsp101 foi obtida
como um hexamero em solucéo, apresentando capacidade de ligar nucleotideos ATP e
ADP, e de hidrolisar o ATP de maneira alostérica com cooperatividade positiva; mas
nao foi capaz de hidrolisar o ADP, que por sua vez mostrou-se inibidor da atividade
ATPasica. A SHsp101 exibiu atividades de protecdo do substrato luciferase contra
agregacao induzida por alta temperatura e de desagregacdo e reenovelamento da
proteina-modelo GFPuv, na presenca de ATP e ATPAS. Andlises de complementacao
in vivo revelaram que a superexpressao heteréloga de SHsp101 em cepas de levedura
mutantes nulo de hsp104, aumentou a termotolerancia a 53°C, proporcionando um
aumento de 80 vezes na sobrevivéncia das leveduras. A SsHsp90, apresentou-se
dimérica em solugcdo, com caracteristicas estruturais e conformacionais (modelo
tridimensional gerado por modelagem comparativa e validado por meio de andlises de
ligacdo cruzada acoplada a espectometria de massas) semelhantes a homélogas de
outros organismos. A SsHsp90 apresentou atividade chaperona de protecdo contra
agregacao da proteina-modelo citrato sintase desnaturada por choque térmico. As
informacdes acerca da expressao, estrutura, e funcdo de SHsp101 e SsHsp90 obtidas
neste trabalho, contribuem para um melhor entendimento destas familias de
chaperonas moleculares, particularmente em plantas, que por serem organismos

sésseis, estdo mais expostos as condigdes adversas do ambiente.
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ABSTRACT

Molecular chaperones are involved in the maintenance of cellular homeostasis by
promoting the correct folding of proteins, and consequently, ensuring their functionality.
Two families of molecular chaperones participate at key points in this system. The first is
Hsp90, which assists in protein refolding, activation, and the trafficking of regulatory and
signaling proteins, while the second is Hsp100, which has an important role in protein
disaggregation. In this study, the Hsp90 and Hsp100 proteins from sugarcane were
characterized, denoted as SsHsp90 and SHsp101, respectively, and their basal level of
expression was detected in leaf tissue. In addition, both were produced by Escherichia
coli as soluble form and then they were purified in a folded state.The SHsp101 was
obtained folded as hexamer in solution and showed capacity of bind both ATP and ADP,
but could only hydrolyze ATP in an allosteric manner with positive cooperativity. In fact,
the presence of ADP had an inhibitory effect on the ATPase activity. SHsp101 exhibited
protection against aggregation of luciferase, and showed a disaggregation and refolding
activity of GFPuv in the presence ATP and ATPAS. In vivo complementation analysis
revealed that heterologous overexpression of SHsp101 in a null hsp104 yeast strain
correlated with an 80 fold increase in yeast survival at 53°C. The dimer obtained for
SsHsp90 had similar structural and conformational characteristics compared to other
Hsp90 homologues, and was compatible with a three-dimensional model generated by
comparative modeling, which was validated by cross-linking coupled to mass
spectrometry. The SsHsp90 protected against thermal aggregation of citrate synthase.
Taken together, the information about the expression, structure, and function of
SHsp101 and SsHsp90 obtained in this study contribute to a better understanding of
these molecular chaperone protein families, particularly in plants, which are sessile

organisms and more exposed to adverse environmental conditions.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A: Angstrom (1x107'° metros);

A: Absorbéancia

ADP: adenosina 5’ di-fosfato;

Amp": ampicilina;

AMPPNP: adenosina 5-(B,y-imido)trifosfato (anédlogo do ATP);

atm: unidade de pressao atmosférica;

ATP: adenosina 5’ tri-fosfato;

°C: graus Celsius;

CD: dicroismo circular;

cDNA: DNA complementar;

ClpB: subclasse de proteina da familia Hsp100 presente em bactéria;
Cryo-EM: Cryo-Electron Microscopy (criomicroscopia electrénica);
CS: Citrato Sintase;

D: coeficiente de difusao;

D°,,w: coeficiente de difusdo em agua e na temperatura de 20 °C;
Dsp,w: coeficiente de difusdo em &gua, na temperatura de 20 °C extrapolado para
concentracao zero de proteina;

Da: Dalton;

Deg: grau (degree);

DLN1: dominio de ligagdo ao nucleotideo localizado no N-terminal da Hsp104/ClpB;
DLN2: dominio de ligagéo ao nucleotideo C-terminal da Hsp104/ClpB;
DLS: Espalhamento dindmico de luz (Dynamic Light Scatterring);
DNA: 4cido desoxidorribonucléico;

dNTPs: 5’trifosfato de 2 desoxiribonucleotideo;

DTT: ditiotreitol;

EDTA: Acido etilenodiamino-tetra-acético;

EMR: elipticidade molar residual;

EST: etiqueta de sequiéncia expressa (Expressed Sequence Tag);



f: coeficiente friccional;

folf: razao friccional ou fator de Perrin;

FRET: transferéncia de energia por ressonancia
GA: geldanamicina;

GFPuv: variante da proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

emissao de fluorescéncia quando excitada por luz utravioleta;
GdnCl: cloreto de guanidina;

HSF: fator de transcricdo de choque térmico (Heat Shock Factor);
Hsp: proteina de choque térmico (Heat Shock Protein);

Hsp90: proteina de choque térmico de 90 kDa;

Hsp100: proteina de choque térmico de 100 kDa;

Hsp101: subclasse de proteina da familia Hsp100 presente em plantas;
Hsp104: subclasse de proteina da familia Hsp100 presente em levedura;
HSR: resposta ao estresse (Heat Shock Response);

Hsp40: proteina de choque térmico de 40 kDa;

Hsp70: proteina de choque térmico de 70 kDa;

Hsp75/Trap1: Hsp90 homologa mitocondrial;

Hsp90: proteina de choque térmico de 90 kDa;

Hsp90a: Hsp90 homéloga citosilica induzida por estresse;
Hsp90B: Hsp90 homdloga citosdlica constitutiva;

HtpG: Hsp90 ortdloga de bactéria;

IPTG: isopropiltiol-B-D-galactosideo;

kDa: quiloDalton (1,66 x 10?" g);

Kan": Canamicina;

I: comprimento do caminho éptico;

L: litro;

LDH: lactato desidrogenase;

MD: dominio intermediario;

min: minutos;

MM: massa molecular;
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M: molar;

mM: milimolar;

MOPS: Acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico;

n: numero de residuos de aminodcidos da proteina;
NADH/H*:nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida;

NBD: dominio de ligacao ao nucleotideo;

NLS: sinal de localizacao nuclear;

nm: nanémetro (10° metros);

PCR: reacdo em cadeia da DNA polimerase;

PDB: banco de dados de proteinas;

PEP: fosfoenolpiruvato de sodio hidratado

PK: piruvatoquinase

RNAm: RNA mensageiro;

s: segundos;

S: Svedberg (10'® segundos);

SAXS: Espalhamento de raios X a baixos angulos

SDS: dodecil-sulfato de sodio;

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS;
SEC-MALS: gel filtracdo acoplada a espalhamento de luz em multi-Angulos;
SE: Sedimentacao em Equilibrio;

smHsp: proteina de choque-térmico da familia Small;

SUCEST: projeto de sequenciamento de EST de cana-de-acucar;
TCIpB: proteina de choque térmico da familia Hsp100, subclasse ClpB de Thermus
thermophilus;

TPR: tetratricopeptideo;

Trp: triptofano;

UCA: ultracentrifugacao analitica;

U.A.: unidade arbitréria;

VS: velocidade de sedimentacéo;

v:v: volume:volume;

Xi



A: comprimento de onda;
0: elipticidade;
[6]: elipticidade molar residual;

e: coeficiente de absorbancia molar
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Introdugdo

1. INTRODUCAO
1.1 Enovelamento de proteinas

As proteinas sdo polimeros formados por uma sequéncia definida de
aminoacidos, correspondendo as macromoléculas biolégicas mais complexas e
versateis quando analisadas sob o ponto de vista estrutural (Nelson e Cox, 2008). Suas
sequéncias de aminodcidos lineares adotam uma estrutura tridimensional caracteristica,
também denominada de estrutura nativa ou enovelamento proteico. O enovelamento
proteico € mantido, principalmente, por interagées ndo-covalentes entre cadeias laterais
de aminoacidos, onde as estruturas secundarias (hélices alfa, folhas beta e voltas),
terciaria (arranjo tridimensional) e quartenaria se encontram completamente definidas
(Wegele et al.,, 2004; Ramos e Ferreira, 2005). Esta estrutura € essencial para sua
estabilidade e atividade biologica, existindo algumas excegdes de proteinas
intrinsicamente desenoveladas que sao funcionais (Tompa, 2005; Dyson e Wright,
2005).

As teorias sobre a habilidade das proteinas de se enovelarem de novo para seu
estado nativo e funcional foram inicialmente baseadas no trabalho pioneiro de Anfinsen
e colaboradores, onde se postulou que a estrutura nativa de uma proteina seria o
estado termodinamicamente mais estavel e de menor energia e que seu enovelamento
depende apenas da sequéncia de aminoacidos e das condicoes da solucdo onde a
proteina se encontra (Anfinsen et al., 1961; Anfinsen, 1973). Na mesma década, Cyrus
Levinthal demonstrou que o numero de possiveis conformagcdes que uma dada cadeia
polipeptidica pode alcancar é tdo grande, que mesmo a busca por conformagdes
nativas possiveis de uma pequena proteina exigiria um tempo infinitamente longo
(Levinthal, 1969; revisto em Dobson, 2003). A enorme diferengca entre o tempo
calculado, assumindo essa busca randémica pela conformacéo nativa, e o tempo real
observado experimentalmente para o enovelamento proteico ficou conhecida como
paradoxo de Levinthal.
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Atualmente sabe-se que o processo de enovelamento proteico € descrito por
modelos termodindmicos baseados na busca por um estado de minimo de energia livre,
unico e especifico para cada polipeptideo (modelo do funil de enovelamento, Figura 1).
O processo de enovelamento depende do ambiente onde a proteina se encontra e é
determinado por propriedades termodindmicas e de cinética de reacées em cadeia (Dill
e Chan, 1997; Dobson e Karplus, 1999; Galzitskaya et al., 2001; Jahn e Radford, 2005).

In vivo o processo de enovelamento proteico € mais complexo, pois mais fatores
devem ser levados em consideragdo, apesar dos principios fundamentais discutidos
anteriormente serem universais. Dentro das células, o enovelamento proteico deve ser
mais rapido, ocorrendo em minutos ou segundos, em contraste do que ocorre em
alguns protocolos in vitro que requerem horas ou dias. Além disso, o enovelamento se
inicia quando a proteina ainda esta sendo sintetizada no ribossomo, e em um ambiente
denso de moléculas tais como outras proteinas, DNA, carboidratos, ions, etc. Este
ambiente desfavoravel a interacdes produtivas favorece a formagédo de intermediarios
da proteina nativa ou proteinas instaveis, fortemente susceptiveis a mudangas do
ambiente celular, podendo levar a formagcdo de agregados proteicos por meio de
exposi¢ao ao solvente dos residuos que, no estado nativo, estariam internalizados
(Frydman e Hartl, 1996; Agash e Hartl, 2000; Turner e Varshavsky, 2000; Goodsell,
1991; Fersht e Gaggett, 2002).
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Figura 1: llustracao do funil de energia do enovelamento e agregacao proteicos.

A figura ilustra a rugosidade da superficie do funil (landscape) que representa a multiplicidade
de estados conformacionais que a cadeia polipeptidica pode assumir por meio de formacgéao de
contatos intra-moleculares que levam a formacao da estrutura nativa (em verde), com menor
energia livre e menor entropia em relagao ao estado desenovelado (topo do funil). A rugosidade
do funil indica que para alcangar a conformagao nativa, a proteina passa por estados
intermediarios. Em alguns casos, podem ser formados intermediarios com energia livre tao
baixa que a proteina fica presa neste estado ndo sendo capaz de atingir, sozinha, seu estado
nativo (estado parcialmente enovelado). /n vivo os passos para que a proteina atinja seu estado
nativo sdo acelerados por chaperonas moleculares (ver a seguir no item 1.2). Os intermediarios
ou as proteinas nativas desestabilizadas (estado parcialmente enovelado) podem desviar a rota
produtiva e levar ao aparecimento de agregados de contatos inter-moleculares, resultando em
formacdo de agregados amorfos, oligbmeros toxicos ou fibras amildides ordenadas (estas
ultimas altamente estaveis, representando um novo minimo de energia). Esta rota improdutiva é
normalmente previnida pelas chaperonas moleculares. Adaptado de Hartl et al., 2011.
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Agregados proteicos (Figura 2) podem exibir uma variabilidade de estruturas,
0 que pode ser visto em microscopia electrénica, dependendo da natureza da proteina
envolvida e das condicbes de estresse que levaram a agregacao
(Kawai-Noma et al., 2010; Wang et al., 2010b). Agregados induzidos por choque
térmico apresentam uma estrutura desordenada ou amorfa causada pela co-agregacao
de uma diversidade de espécies de proteinas desenoveladas (Tyedmers et al., 2010).
Em contraste, um conjunto mais limitado de proteinas formam agregados
estruturalmente organizados, denominados amiléides. Agregados amildides sao
compostos por estruturas ricas em folhas beta que, empilhadas, formam uma estrutura
altamente estavel: as cadeias laterais dos residuos de aminodcidos de fitas beta
adjacentes se intercalam e interagem entre si por ligagdes de hidrogénio, gerando uma
interface livre de agua (Nelson et al., 2005), onde as fitas beta individuais estdo
arranjadas de forma perpendicular ao eixo da fibra, espacadas pela distancia de 4,7-
4,8 A (Chiti e Dobson, 2006, Figura 2).

Um subgrupo de proteinas amiloidogénicas sdo os prions (termo derivado da
expressao em ingles “proteinaceus infectious particle”), capaz de assumir ao menos
duas conformacdes, uma nativa e outra agregada. A estrutura agregada € rica em
folhas beta e capaz de induzir mudanca conformacional de outras proteinas nativas,
possui alta resisténcia a degradacao causada por proteases e alta insolubilidade,
mesmo na presenca de detergentes como SDS (Prusiner, 1998). Todas estas
caracteristicas dos diversos tipos de agregados os tornam tdxicos para as células,
originando muitas doencas, entre elas as conhecidas como amiloidoses, geralmente
neurodegenerativas no caso de organismos humanos, como: Alzheimer, Parkinson,
Huntington, amiloidose sistémica senil, polineuropatia familiar amiloidética (W estermark
et al., 1990; Ghiso et al., 1994; Kelly, 1996); as pribnicas responsaveis pelas doencas
chamadas Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (EET) em mamiferos
(Prusiner, 1998), como as sindromes de insbénia familiar fatal e a de Gerstmann-
Straussler-Scheinker, e a encefalopatia espongiforme bovina (mal da vaca louca)
(Johnson, 2005).
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Figura 2: Agregados proteicos.

A proteina desde sua sintese no ribossomoe passagem por diferentes intermediarios até sua
estrutura nativa. Intermediarios desenovelados podem ser reenovelados em sua estrutura
nativa ou podem ser degradados por diferentes rotas celulares (conforme detalhado adiante no
item 1.2) para prevenir o acumulo de agregados proteicos. Agregados proteicos podem ser
formados, por exemplo, quando ocorre falha do sistema de controle de qualidade celular e por
condigdes continuas de estresse que levam ao acumulo de proteinas aberrantes. Quando
formados, os agregados podem variar em diferentes graus de estrutura, ocorrendo desde
agregados desordenados (amorfos) até espécies de protofilamentos que dao origem as
estruturas altamente ordenadas de fibras amildides. No canto esquerdo esta representada a
estrutura de fibra amiléide rica em folhas beta com assinatura caracteristica na difragao de raios
X com as distancias entre as fitas e entre as folhas de 4,7 e 10 A, respectivamente. Abaixo,
imagens obtidas de microscopia de forgca atémica (retirado de Khurana et al., 2001): canto
esquerdo - fibras amilbides; canto direito - depdsito de agregados amorfos. Setas continuas
indicam um processo que pode incluir varios passos; setas tracejadas indicam um processo que
praticamente ndao ocorre dentro das células. Adaptado de Tyedmers et al., 2010 e Merlini e
Bellotti 2003.

1.2 Chaperonas moleculares

As células desenvolveram uma variedade de estratégias para prevenir essa
agregacao massiva, por meio de proteinas auxiliares altamente conservadas: as

catalisadoras de enovelamento e as chaperonas moleculares. Catalisadores de
5
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enovelamento compreendem proteinas que catalisam os passos limitantes da
velocidade de enovelamento proteico, tais como as proteinas dissulfetoisomerases -
PDIs (Darby et al., 1994) e epeptidil-prolil isomerases — PPlases (Frand et al., 2000).
As chaperonas moleculares sao uma familia de proteinas que reconhecem outras
proteinas nao nativas e seletivamente se ligam a elas, principalmente por suas regioes
hidrofébicas expostas ao solvente. As chaperonas ndo tém a capacidade de aumentar a
taxa de enovelamento de passos individuais do enovelamento proteico, mas de
aumentar a eficiéncia do processo como um todo sem modificar a estrutura nativa final
(Figura 1 e 3; Laskey et al., 1978; Hendrick e Hartl, 1993; Fink, 1999; Lund e Ellis, 2008;
Dobson, 2003). Além disso, chaperonas auxiliam na prevencado do desenovelamento
proteico, na associacao/dissociacdo de proteinas e outras macromoléculas bioldgicas,
no transporte de proteinas para compartimentos sub-celulares especificos, no controle
de conformacdes ativas/inativas, e/ou direcionamento para a degradacao (Figura 3).

Uma intervencao ativa no processo de enovelamento requer energia e o ATP é
usado pela maioria das chaperonas para seu funcionamento eficiente (Borges e Ramos,
2005; Welch e Brown, 1996; Heinrichs 2010). Algumas classes de chaperonas
moleculares tém ainda a capacidade de solubilizar certos agregados (discutidas a
seguir no item 3 capitulo Hsp100), uma poderosa caracteristica que pode ser utilizada
em terapias contra doencas causadas por proteinas mal enoveladas (Ramos e Ferreira
2005; Tiroli-Cepeda e Ramos, 2011). Desta maneira, as chaperonas sao fundamentais
para a manutencdo da homeostase celular. A Figura 3 demonstra um esquema
exemplificado de como as chaperonas moleculares atuam no controle da qualidade
celular.

A principal familia de chaperonas moleculares compreende as proteinas de
choque térmico, designadas HSP (heat shock proteins). Essas proteinas sao
classificadas conforme sua massa molecular em kDa, e podem ter sub-familias de
acordo com a localizagéo celular, fungdo e padrao de expresséo. As cinco principais
familias sdo Hsp70, Hsp60/Hsp10, Hsp90, Hsp100 e a proteina de choque térmico de
baixa massa molecular ou smHsp (Figura 3, Borges e Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda e
Ramos, 2011). As proteinas de choque térmico receberam inicialmente esta

6
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denominacao por ter sido observada sua sintese em grande quantidade ap6s uma
breve exposicdo das células a temperatura elevada, resultando em um sistema de
retroalimentagdo que respondia a qualquer aumento de proteinas erroneamente
enoveladas (Ritossa, 1962, 1996; Tissiere et al., 1974). Contudo, estudos posteriores
evidenciaram que as chaperonas também respondem a outros tipos de estresses além
da temperatura e podem apresentar sintese constitutiva, sendo importantes na
manutencdo da homeostase celular em condi¢des 6timas e adversas (Lindquist e Craig,
1988). Atualmente, sabe-se que algumas chaperonas ndo sao HSP e vice-versa,
tratando-se de classes de proteinas sobrepostas funcionalmente, mas nao idénticas
(Lund e Ellis, 2008).

Nas condicdes em que proteinas incorretamente enoveladas se acumulam nas
células eucaribticas, comeca uma resposta ao estresse, ou HSR (do inglés heat shock
response). Esta se inicia pela ativacao de um fator especifico de transcricdo, chamado
HSF-1 (Heat Shock Factor ou fator do choque térmico), que esta presente na célula
normal como um monémero inativo. Em resposta ao estresse metabdlico, rapidamente
sofre trimerizagdo, tornando possivel sua ligacdo imediata a uma sequéncia de
nucleotideos, chamada de HSE (Heat Shock Element, ou elemento do choque térmico),
localizada dentro da regiao promotora dos genes que codificam as HSPs, o que resulta
em alto nivel de transcricdo dos genes do choque térmico (Sorger, 1991; Mager e
Kruijff, 1995; Akerfelt et al., 2010). H4 um crescente interesse pelo entendimento de
como esse sistema de regulagdo molecular atua, bem como a respeito dos processos
de enovelamento proteico e o controle do complexo formado por chaperonas
moleculares e o sistema de protedlise, os quais sao responsaveis pela manutencao da
qualidade celular. Tratam-se de alvos de grande valor médico e biotecnolégico, visto
que o processo de enovelamento, assim como a manutencdo e perda da estrutura
nativa de proteinas, estdo relacionados a ocorréncia de diversas doengas (Tiroli-
Cepeda e Ramos, 2011; Wolfe e Cyr, 2011) e seu estudo podera contribuir para o
desenvolvimento de novas terapias (com a possibilidade de prevenir e/ou desfazer o
enovelamento incorreto e a agregacao de proteinas relacionadas a doencas humanas e
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de animais domesticados e comercializados), bem como produtos que possibilitem a

geracgao de plantas mais resistentes ou tolerantes aos diversos tipos de estresse.
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Figura 3: Participacao das chaperonas em diferentes processos celulares.

Proteinas recém-sintetizadas, incorretamente enoveladas, e aquelas cuja conformacao correta
foi alterada por diversos tipos de estresses metabdlicos, como choque térmico (CT), sao
reconhecidas por chaperonas moleculares que auxiliam no seu correto enovelamento e
protecdo contra formacdo de agregados téxicos, translocacdo através de membranas
intracelulares, importacdo e exportagdo nuclear e desagregacao de proteinas mal enoveladas.
Inibidores causam a liberagéo das proteinas clientes, resultando na protedlise via proteossomo.
As principais chaperonas moleculares classificadas como proteinas de choque térmico, estéo
representadas. O fator de transcricdo responsavel pela resposta ao estresse (HSF) também
esta indicado na figura. Adaptado de: Mosser e Morimoto, 2004; Borges e Ramos, 2005.
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1.3 A importancia das chaperonas em plantas

Os vegetais, por serem sésseis estdo mais expostos as condicoes de estresses
bidticos (como ataques de patdgenos) e abidticos, tais como condigbes extremas de
temperatura, osmético e hidrico. Esses agentes sdo responsaveis por consideraveis
perdas econdmicas no setor agricola, que, além disso, podem ser potencialmente
agravadas pelos efeitos das recentes mudangas climéticas globais. A imobilidade das
plantas limita a gama de respostas comportamentais as condigées adversas do meio
ambiente, sendo necessarias respostas fisioldgicas especificas que correspondem a
uma combinagdo de eventos moleculares. Uma importante e bem definida habilidade
das plantas é em relacdo a resposta ao estresse de altas temperaturas, por meio de
aclimatizacao e resisténcia a temperaturas normalmente letais (Vierling, 1991). Esse
fenbmeno é referido como termotolerancia adquirida, e ocorre também em outros
organismos, como resultado de uma breve exposicado em temperaturas subletais. Por
exemplo, muitas espécies de plantas ndo sobrevivem a exposicao direta a 45°C por um
periodo de poucas horas, mas sdo capazes de sobreviver a mesma exposi¢cao se a
temperatura for aumentada gradativamente até 45°C (em laboratorio este pré-
tratamento deve ter a duracdo de duas horas ou menos para 0s organismos vegetais),
mimetizando as mudancas de temperatura que ocorrem naturalmente ao longo de um
dia, o que indica que a termotolerancia adquirida deve refletir um mecanismo geral que
contribui tanto para a homeostase do metabolismo diario, (a termotolerancia adquirida
diminui drasticamente apds algumas horas, e praticamente acaba apoés 24 h do pré-
tratamento) quanto durante todo ciclo de vida das plantas (Hong e Vierling, 2000; Burke
et al., 2000). Nos trépicos semiaridos, algumas gramineas podem experimentar
temperaturas de até 55°C no solo (Peacock et al., 1993). Compreender como esses
eventos sdo ativados/desativados e como interagem entre si € essencial para o
desenvolvimento de novas tecnologias e produtos que possibilitem a geracdo de
plantas mais resistentes/tolerantes a estresses (Wang et al., 2004).

A cana-de-acgucar, organismo de estudo do presente trabalho, vem recebendo
particular atencdo com relacéo a obtencao de cultivares resistentes aos diversos tipos

9
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de estresses. E uma das mais importantes plantas de clima tropical e subtropical, com
grande impacto sobre a economia do Brasil, ja que esta relacionada principalmente com
a producao de agucar como fonte de energia e etanol como combustivel alternativo em
veiculos nacionais e para exportagdo (FAO - Food and Agriculture Organization of the
United Nations — www.fao.org; Inman-Bamber et al., 2011; Vettore et al., 2003). Os

fatores criticos que conferem tolerancia a altas temperaturas em plantas superiores sao
ainda pouco compreendidos. As chaperonas moleculares s&o fortes candidatos a essa
fungdo por serem capazes de prevenir 0 enovelamento incorreto e a agregagcao de
proteinas e também por estarem envolvidas no processo de desagregacao e clivagem
de proteinas incorretamente enoveladas e téxicas para o organismo (Borges e Ramos,
2005). Varios estudos tém correlacionado a inducéo de proteinas Hsps com estresse
térmico em plantas (Queitsch et al., 2000). Em cana-de-agucar, cerca de 2% de todos
0S genes expressos sdo de chaperonas moleculares (Borges et al., 2001; Borges et al.,
2006). A elevada expressao de genes que codificam chaperonas moleculares em

plantas demonstra a importancia destas moléculas para os vegetais.

10


file:///C:/Users/CRamos/Downloads/www.fao.org

Objetivos

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivos gerais

Estudar caracteristicas estruturais e funcionais das chaperonas moleculares
Hsp100 e Hsp90 de cana-de-agucar, como elas interagem com substratos e
mediadores, no intuito de compreender suas fungdes e mecanismos de regulacéo de

sua atividade.

1.4.1 Objetivos especificos

1) Caracterizar a conformagédo da Hsp100 e Hsp90, aplicando técnicas de gel filtracao
acoplada a espalhamento de luz em multi-angulos (SEC-MALS), e de ligacao cruzada

acoplada a espectrometria de massas (Hsp90).

2) Investigar a expressao das proteinas Hsp100 e Hsp90 no organismo objeto de

estudo, a cana-de-agucar.
3) Investigar as fungbes das proteinas Hsp100 e Hsp90 avaliando suas atividades

chaperonas, bem como as atividades ATPasica e de complementacao de fenétipo de

termotolerancia em levedura mutante nulo de hsp104 (Hsp100).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Oligonucleotideos para PCR e sequenciamento

Tabela 1: Oligonucleotideos para PCR e clonagem em vetor de expressao pRS316GU em
levedura

Primer Template de Sequencia5> 3’
DNA

SHsp101_Fwd PET28a-Hsp100  CTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTG
- ATATCGAATTCATGAATCCGGACAACTTC
ACCCA

SHsp101_Rev pET28a-Hsp100  CTTAACCCAACTGGAGAGAACAAAAACC
- CTAGTGGATCCTCACTCCTCGTCCATGC
CGT

Hsp104_Fwd pGALSc104(WT)? CTCGAGGTCGACGGTATCGATAAG
- CTTGATATCGAATTCATGAACGAC

CAAACGCAATTTAC

Hsp104_Rev pGALSc;1()4(WT)a CTTAACCCAACTGCACAGAACAAA
- AACCCTAGTGGATCCTTAATCTAG

GTCATCATCAA

4Lindquist, S. (Cambridge, MA,USA)

Tabela 2: Oligonucleotideos para o sequenciamento da SHsp101

Primer Sequencia5> 3’ Referéncia

SEQ100A (5') ACGGCGCTGATCAAGGCCAT Cagliari, 2009

SEQ100B (5°) CGCGGAGCCGAGCGTGCCCG Cagliari, 2009

SEQ100C (5') CGACCGGTGTGGGCAAGACC Cagliari, 2009

Pws15 Seq_ FOR ACTGCATAACCACTTTAA Este trabalho

Pws15 Seq REV TAGGGCGAATTGGAGCTC Este trabalho
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2.2 Plasmideos

Os plasmideos que foram utilizados neste trabalho estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Plasmideos

Plasmideos Caracteristicas Fonte/Referéncia
pET28a-Hsp100 Kan'. Expressdo em E. coli da proteina HsHsp101 com 6 Cagliari, 2009
residuos de histidina no N-terminal. Promotor T7.
pET28a-GFPuv Kan'. Expresséo em E.coli da proteina GFPuv com 6 Borges, J C, nao
residuos de histidina no N-terminal. Promotor T7. publicado
pRS316GU Amp'. Promotor Gal, Replicagdo CEN, Marcador Schmidt, W.
auxotréfico ura3. Sistema S.cerevisiae (Sikorski et al.,
1989)
pGALSc104(WT) Contém o cDNA da hsp104 de levedura Lindquist, S.,
Cambridge,
MA,USA

pGalCen_SHsp101 Amp'. Expressao da proteina SHsp101 em S.cerevisiae. Este trabalho
Promotor Gal, Replicagdo CEN, Marcador auxotrofico
ura3.

pGalCen_Hsp104 Amp'. Expresséo da proteina Hsp104 em S.cerevisiae. Este trabalho
Promotor Gal, Replicagdo CEN, Marcador auxotréfico
ura3.
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2.3 Bactérias e leveduras

A estirpe de bactéria e as cepas de leveduras que foram utilizadas estao

descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Bactérias e Leveduras

Cepa Genotipo/Fenétipo Fonte/ Referéncia
E. coli DH5a F- 80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAt (INVITROGEN)
endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relA1
E. coli F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm (DE3) (INVITROGEN)
BL21(DE3)
E. coli BL21(DE3) contendo contém plasmideo (Novagen)
BL21(DE3) codificante de argU, argW, argX, glyT, ileX,
pRARE leuW, metT, proL, thrT, thrU and tyrU. Cam'

S. cerevisiae
BY4741(wt)

S. cerevisiae
Ahsp104

MATa hisA1 leu2A0 met15A0 ura3A0

MATa hisA1 leu2A0 met15A0 ura3A0 hsp104A

C.A.Masuda, Univ. Fed. do Rio
de Janeiro, RJ, Brasil

C.A.Masuda, Univ. Fed. do Rio
de Janeiro, RJ, Brasil

2.3.1 Meios de cultura para propagacao de E.coli

2.3.1.1 Meio LB (Luria Bertani) (Sambrook et al., 1989)

O meio LB (Sambrook et al., 1989) tem a seguinte composicao: 5g/L extrato de

levedura; 10g/L cloreto de sédio; 10g/L triptona.

O pH foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH 5mol/L. Para o preparo do meio

sélido (LA) foi adicionado 1,5% (p/v) de agar. O meio LB foi autoclavado por 20 minutos

a 121°C. Foi acrescentado solucdo de antibidtico a 100 mg/mL, previamente

esterelizadas por filtracao e estocadas a -20°C, na proporgéo de 1:1000.
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2.3.2 Meios de cultura e solu¢coes para propagacao de S. cerevisiae

Todos os meios de cultura de propagacéo de S. cerevisiae foram esterelizados
por autoclavagem a 121°C durante 15 minutos.

Quando necessario o preparo dos meios de cultura, descritos nos sub-itens
2.3.2.1,2.3.2.2 ¢ 2.3.2.4, na forma solida, foram acrescentados 20 g de agar por litro.

2.3.2.1 Meio completo YPDA (Sherman, 2002)

O meio YPDA tem a seguinte composicao: 10 g/L Extrato de levedura; 20 g/L
Peptona Bacteriologica; 20 g/L Glicose; 0,04 g/L Adenina.

2.3.2.2 Meio sintético completo SC - Ura (Sherman, 2002)

O meio SC tem a seguinte composicao: 1,7 g/L de YNB — Base Nitrogenada de
Levedura (sem aminoacidos); 20 g/L Glicose; 0,69 g¢g/L Mistura de aminodacidos
(tem1.3.2.5).

2.3.2.3 Meio sintético completo SC Galactose -Ura (Sherman, 2002)

O meio SC Galactose tem a mesma composicdo do meio SC com adi¢do de 20
g/L Galactose ao invés de glicose.

2.3.2.4 Meio sintético SD (Sherman, 2002)

O meio SD His, Leu, Met, Ura tem a seguinte composicdo: 1,7 g/L de YNB —
Base Nitrogenada de Levedura (sem aminoacidos); 20 g/L Glicose; 0,030 g/L Histidina;
0,030 g/L Leucina; 0,030 g/L Metionina; 0,030 g/L Uracila. Quando necessaria a sele¢ao
de cepas transformadas com plasmideo contendo marcador ura3, o aminoacido uracila

nao foi adicionado ao meio (SD —Ura).

15



Materiais e Métodos

2.3.2.5 Meio sintético SD Galactose (Sherman, 2002)

O meio SD Galactose tem a mesma composi¢cdo do meio SD com adicao de 20
g/L Galactose ao invés de glicose. Quando necessaria a selecdo de cepas
transformadas com plasmideo contendo marcador ura3, o aminoacido uracila ndo foi

adicionado ao meio (SD Galactose —Ura)

2.3.2.6 Mistura de aminodcidos sem uracila (Sherman, 2002)

A mistura de aminodcidas utilizada para o preparo do meio SC e SC Galactose
tem a seguinte composicao: 0,2 g Adenina; 0,2 g Arginina; 0,2 g Histidina; 0,3 ¢
Isoleucina; 1 g Leucina; 0,3 g Lisina; 0,2 g Metionina; 0,5 g Fenilalanina; 2 g Treonina;
0,2 g Triptofano; 0,3 g Tirosina; 1,5 g Valina.

2.4 Tampoes e solucoes para experimentos in vitro com SHsp101

Todos os tampdes e solucdes foram preparados em agua bidestilada (ddH20) e
filtrados em filtros com poros de 0,22 ym de diametro.

Tampéo de lise bacteriana 50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM KCl,
1 mM EDTA

Tampao de purificagao 25 mM Tris-HCI pH 7,5

e armazenamento da SHsp101 250 mM NaCl

B-mercaptoetanol

Tampdes de purificacdo da GFPuv

TA Tris-HCI 50 mM pH7,4, NaCl 500 mM,
imidazol 20 mM e glicerol 1%

B
Tris-HCI 50 mM pH7,4, NaCl 500 mM,
imidazol 500 mM e glicerol 1%
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Tampao de inativacdo da GFP

Tampéo de ensaio
de reativacao da GFP desnaturada

Tampéo de ensaio
de protecéo e desagregacao
da luciferase desnaturada

Tamp&o de ensaio
da atividade ATPasica

Solugéo de verde malaquita
para ensaio
da atividade ATPasica

Tris-HCI 25mM pH 7,5
NaCl 150 mM

Tris-HCI 25mM, pH 7,5,
KCI 100Mm

MgCl, 20 mM

DTT 5mM

EDTA 0,1 mM

Glicerol 10% (v/v)

25 mM Tris-HCI pH 7,5
250mM NaCl

Tris-HCI pH 7,5 50 mM
KCIl 150 mM
MgCl, 5 mM

Molibidato de Amoénio 4,2% (w/v) em
HCI 4 M : Verde Malaquita 0,045%
(wW/v) (1:3)

Tween 20 (0,01% v/v) adicionado no
momento do uso

2.5 Técnicas de clonagem molecular

Todo material e solugbes utilizadas para propagacdo de microrganismos e
andlises de biologia molecular foram esterelizadas antes do uso. Os protocolos
utilizados como eletroforese de DNA, digestdo por enzimas de restricdo, crescimento
bacteriano e transformacao bacteriana seguiram os procedimentos padrées descritos
por Sambrook e Russel (2001).

2.5.1 Isolamento de DNA plasmidial de E. coli

A linhagem de E.coli DH5a foi utilizada para amplificagdo de plasmideos. O
isolamento de DNA plasmidial foi conduzido utilizando kit de extragdo conforme

instrugdes do fabricante (QlAprep®, Qiagen).
17



Materiais e Métodos

2.5.2 Purificacdo de fragmentos de DNA

Fragmentos de DNA gerados por restricdo ou por PCR (Mullis et al., 1989)
usando termociclador Gene Amp® PCR system 9700 (Applied Biosystems ), foram
purificados com a utilizacdo de kit de purificagdo de produtos de PCR (QIAquick®,
Qiagen), conforme instrucdes do fabricante. Quando necessario os fragmentos de DNA
foram separados por eletroforese de DNA (Sambrook et al.,, 2001). As bandas
correspondentes aos produtos desejados foram marcadas com brometo de etideo e
identificadas com auxilio de transiluminador UV e retiradas do gel com o auxilio de
bisturi. A extracdo do DNA do gel foi realizada com o kit QIAquik seguindo protocolo do

fabricante (Qiagen).

2.5.3 Clonagem de vetor de levedura

O cDNA codificante de SHsp101 (Hsp100 de cana-de-acucar) e Hsp104 de
levedura foram clonados em vetor de expressdo em levedura para os estudos in vivo
(esta tese, Tabela 3). O cDNA da SHsp101 e da Hsp104 foram amplificados por PCR
utilizando oligonucleotideos universal e reverso (Tabela 1) contendo regides de
alinhamento com o inserto e com o vetor de expressdao pRS316GU (Tabela 3). Foi
utilizado como molde para a amplificacdo do inserto de interesse, o plasmideo
contendo o cDNA da SHsp101 previamente clonado, e o plasmideo contendo o
cDNA da Hsp104 pGALSc104 (WT) (Tabela 3). O vetor de clonagem pRS316GU
possui um promotor de GAL1 para superexpressdo em levedura induzido por
galactose, origem de replicacdo CEN (amplificacdo de cépia Unica nas células de
levedura) e o marcador auxotrofico ura3 (que permite a producdo de uracila e
selecdo das cepas contendo o plasmideo). Para obtencdo de clones em vetor de
expressao de levedura contendo os genes de interesse, foi utilizado o método de
recombinacao descrito por Oldenburg e colaboradores (1997). Uma vez amplificados
0os insertos contendo regides adjacentes homdlogas ao vetor de clonagem
pRS316GU, os mesmos foram introduzidos na levedura selvagem BY4741 (Tabela
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4) pelo método de transformacao descrito por Elble (1992) juntamente com o vetor
pRS316GU linearizado por digestdo com as enzimas de restricdo EcoRl e Xmal,
para que a recombinacao ocorresse in vivo. A selecao inicial das células de levedura
contendo os plasmideos recombinantes foi feita em meio de cultura sélido completo
sem adicdo do aminoacido uracila (SC — Ura, item 1.3.2.2). Uma vez que a cepa
utilizada na recombinagdo possui o gene ura3 deletado, e um vetor linear nao é
propagado corretamente na levedura, apenas as células de leveduras contendo
plasmideo recombinante e com o marcador auxotréfico wura3 cresceram.
Posteriormente, a confirmacédo dos recombinantes foi feita apds a purificagdo dos
plasmideos transformados (item 2.5.4) e sequenciamento dos mesmos.

2.5.4 Isolamento de DNA plasmidial de levedura

Para o isolamento de DNA plasmidial de cepas de levedura transformadas, os
tampdes utilizados foram provenientes do kit de extragdo de DNA plasmidial de bactéria
(QlAprep®, Qiagen), uma adaptacdo do protocolo de Robzyk e Kassir (1992). Uma
colénia da cepa BY4741 recombinante foi inoculada em 5 mL de meio seletivo sem
uracila, crescida por 48 horas a 30°C sob agitacdo de 200 rpm e com aeragdo. Em
seguida, as células foram separadas do meio de cultura por centrifugagdo a 12000 rpm
por 10 minutos, e removido o sobrenadante. As células foram lavadas com 1 mL de
ddH>O estéril, seguida de incubacdo por 10 minutos com 1mL de solucdo fresca e
estéril de DTT a 10 mM, centrifugacdo por 1 minuto a 12000 rpm e remocgédo do
sobrenadante. Nesta etapa as células foram congeladas a -20°C por 20 minutos. Apds
congelamento, as célula foram resuspensas em 250 uL de tampéao P1 contendo RNAse
A, seguido da adicdo de 250 pL de tampao P2. Foram adicionados 250 pL de pérolas
de vidro (425-600 microns, G8772 Sigma), agitado em vortex durante 2 minutos (30
segundos de agitacdo seguido de 1 minuto em gelo). Foram adicionados 350 uL
tampéo N3 e agitado brevemente em vértex, seguido de incubagao por 5 minutos em
gelo, e centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante contendo DNA
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plasmidial foi aplicado na coluna de purificacdo do kit Quiagen. Apds centrifugacao
breve para ligacdo do DNA a coluna, a mesma foi lavada com 500 pyL de tamp&o PB,
seguido de lavagem com tampao PE. Para eluicdo do DNA plasmidial, 35 uL de tampao
EB foram adicionados a coluna, centrifugado por 1 minuto a 12000 rpm. Todo material
foi utilizado para tranformar células competentes de E. coli (Sambrook e Russel, 2001)
para amplificacdo do DNA plasmidial de levedura.

2.6 Analises de atividade in vivo de SHsp101

2.6.1 Condigoes de crescimento de levedura

As cepas utilizadas neste trabalho, BY4741 e Ahsp104 (listadas na Tabela 4)
foram crescidas a 30°C, sob agitacdo de 200 rpm quando em meio liquido. Foram
utilizados os meios rico (YPDA) ou sintético contendo glicose como fonte de carbono
(SC ou SD) sem o aminodcido apropriado, no caso a uracila, para garantir a
manutenc¢éo do plasmideo (em cepas transformadas).

2.6.2 Analise de termotolerancia

Para a analise da capacidade das células sobreviverem a 53°C, as cepas
BY4741 e AHsp104 foram crescidas durante 4 dias a 23°C sob agitacdo de 200 rpm,
em meio liquido sintético contendo galactose como indutor (SD Galactose) sem o
aminoacido uracila, para garantir a manutencdo do plasmideo nas cepas
transformadas; ou com uracila quando crescidas cepas selvagens e mutantes nao
transformados. O numero de células foi mensurado por absorbancia em
espectrofotometro, e diluido (quando necessario) para Aesoonm = 0,6). As culturas foram
transferidas a 37°C e mantidas por 40 minutos (Sanchez et al., 1992), em seguida
aliquotas de 0,5 mL foram mantidas em gelo (controle). As aliquotas restantes foram
incubadas a 53°C durante 20 minutos, e depois colocadas em gelo por cinco minutos.
Diluicbes seriadas de ambas as amostras, controle e submetidas ao choque térmico,

20



Materiais e Métodos

foram preparadas e 2,5 uL de cada suspensao de levedura foram espotadas em placas
de meio SD para determinar o numero de unidades formadoras de colénias apo6s 2-4

dias de crescimento a 30°C.

2.7 Analises de atividade in vitro de SHsp101

2.7.1 Expressao em E. coli e purificagao das proteinas recombinantes

A expressao e purificacdo da proteina Hsp100 de cana-de-acucar foram
realizadas conforme descrito no manuscrito do Capitulo HSP100, Parte |, item 2.1. Para
os testes de atividade de desagregacao, a proteina recombinante GFPuv (variante da
proteina verde fluorescente otimizada para emitir o maximo de fluorescéncia quando
excitada por luz ultra-violeta), foi obtida por meio de expressdo em células de E. coli
BL21 pRARE, transformadas com os plasmideos pET28a-GFPuv. Culturas de células
transformadas foram crescidas em meio LB, contendo 30 ug/mL de Kanamicina e 34
ug/mL de Cloranfenicol, a 37°C sob agitacdo de 120 rpm durante 16 horas. Para a
expressao em 1L de cultura, a pré-cultura foi inoculada na proporcao 1/100 e crescida a
37°C sob agitacdo até Aesoonm de 0,6-0,7. Neste momento foi adicionado IPTG
(isopropiltiol-B-D-galactosideo) na concentragdo final 0,5 mM e deixado crescer por
mais 3 horas. A cultura foi centrifugada a 2500 g por 5 minutos a 4°C. As células foram
ressuspendidas em 15 mL de tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8, 100 mM KCI, 1mM
EDTA) e incubadas com 5 U de DNase (GIBCO BRL) e 30 pug/mL de lisozima (Sigma)
por 30 minutos em gelo. A lise foi feita por sonicagdo (Fisher Scientific Sonic
Dismembrator) com 6 ciclos de 15 s e 1 min de intervalo no gelo. Em seguida, o extrato
foi centrifugado a 4000 rpm por 30 min a 4°C para a separacao das fracdes soluvel e
insolavel. A fracao soluvel utilizada na purificagcao foi filtrada em filtro Millipore 0,45 um.

Para purificacdo da proteina recombinantes GFPuyv, fusionadas a uma cauda de
poli-histidina (Borges,J.C., comunicagdo pessoal), foi realizado um Unico passo

cromatografico, utilizando cromatografia por afinidade em coluna Hitrap® Chelating
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(Amershan) de 5 mL, previamente carregada com niquel — de acordo com o protocolo
do fabricante. O processo de purificagéo foi feito com a coluna de afinidade acoplada ao
sistema de FPLC ('Fast Protein Liquid Chromatography') AKTA FPLC (Amershan
Pharmacia Biotech). A coluna foi equiliorada com 3 VC (volume de coluna) de tampéao
TA (Tris-HCI 50 mM pH7,4, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM e glicerol 1%), em seguida
15 mL de extrato livre de células contendo a proteina GFPuv diluida em tampao de lise
foram aplicados na coluna. A coluna foi lavada com 4 VC de tampé&o TA, seguido de 2
VC de tampao TA contendo 15% de tampao TB (Tris-HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 500
mM, imidazol 500 mM e glicerol 1%). A eluicdo da proteina de fuséo foi feita com 3 VC
de um gradiente linear entre o tampao TA e TB (correspondendo a concentracdes
crescentes de 300 mM a 500 mM de imidazol). Todo o processo foi realizado com
monitoramento constante da absorbancia a 280 nm, em fluxo de 1 mL/min. Apés a
coleta de fracdes de 5 mL, as proteinas foram analisadas por eletroforese em SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). As fracbes de interesse foram dialisadas contra tampao de
inativacdo da GFPuv, ver item 1.4 (Tris-HClI 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) e

armazenadas em freezer -20°C.

2.7.2 Determinaciao da Concentrac¢ao de Proteinas

A concentragédo de proteinas foi determinada espectroscopicamente utilizando o
método descrito por Edelhock (1967) com modificacées (Ramos, 2004). Os coeficientes
de absorbancia molar das proteinas foram calculados em tampao fosfato de sédio

20mM (pH 6,5), e Gdn-CI 6 M, utilizando a seguinte equacao:

e280(proteina) = Nt X &Trp + NTyr X ETyr + Ns-s X €s.s [Equacao 1]

Onde £280 é o coeficiente de absorbancia molar (M'cm™) da proteina de
interesse a 280nm; ntp — 0 nUumero de triptofanos da proteina; nty — 0 nimero de

tirosinas e ns.s 0 numero de ligagdes de dissulfeto; errp, e1yr € €55 SA0 0S coeficientes de
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absorbancia molar do triptofano, da tirosina e da ponte de dissulfeto, respectivamente.
Os valores de emp, etyr € &s @ 280nm correspondem a 5690, 1280 e 125,
respectivamente. As medidas foram corrigidas por diluicbes das amostras, € o célculo
das concentragbes de proteinas foi realizado utilizando a equagéo de Beer—Lambert:

A=¢lC [Equacao 2]

Na qual, A é a absorbancia a 280 nm; ¢ € o coeficiente de absorbancia molar (M
'em™); I, comprimento do caminho 6tico (cm) e C é a concentragdo molar (mol/L). Os
coeficientes de absorbancia molar de Hsp100 de cana-de-agucar e GFPuv
correspondem a 3,083 x 10* e 2,1150 x 10* respectivamente. Para os calculos, as

proteinas foram consideradas monomeéricas.

2.7.3 Ensaios de Atividade Enzimatica ATPasica

A atividade enzimatica de SHsp101 foi determinada utilizando o Método de Verde
Malaquita (Lanzetta et al., 1979) com adaptagdes. O preparo da solucao Verde
Malaquita foi baseado no protocolo de Harder e colaboradores (1994). As reacdes
foram feitas a 37°C (exceto para a curva de temperatura) em 25 pL em tampéao (Tris-
HCI pH 7,5 50 mM, KCI 150 mM, MgCl, 5 mM), com 1,6 ug de SHsp101
(correspondendo a 0,6 yM em 25 L de reacdo) e incubadas por até 180 minutos. As
concentracoes de ATP utilizadas estdo descritas no texto e legendas. Foram
adicionados 200 uL de solucdo Verde Malaquita, e apdés 1 minuto em temperatura
ambiente, foi adicionado 75 pL de acido citrico a 34% (para prevenir a hidrélise
inespecifica do ATP em meio acido da solucao de Verde Malaquita, Lanzetta et al.,
1979). Apds 30 minutos, foi monitorada a formacao do fosfato inorganico (Pi) por meio
de leitura em espectrofotdmetro a 620 nm (o complexo formado entre molibidato de
amdnio, verde malaquita e Pi, € estavel por mais de 2 horas). O branco continha todos
os reagentes exceto a SHsp101. Controles contendo todos os reagentes incluindo a
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SHsp101 exceto substrato também foram realizados para garantir que nao havia tracos
de fosfato inorganico na solucao da enzima purificada. A curva padrao foi realizada pela
diluicado de KH2PO4 no mesmo tampao e componentes de reacdo (menos a SHsp101 e
ATP), na faixa de 1 a 12 nmol de fosfato inorganico, em 25 uL. Todas as reacdes foram
feitas em triplicata.

Para as andlises de cinética enzimatica foram utilizadas concentragées de ATP
de 0 a 7 mM nas mesmas condicdes previamente descritas. Comparativamente, foram
realizadas andlises de cinética contendo sistema regenerador de ATP (Equacao 3), na
presencga de PEP (fosfo(enol)piruvato de sodio hidratado, Sigma) e PK (piruvatoquinase
tipo Ill, Sigma) conforme descrito por Kodama e colaboradores (1986), nas
concentragbes de 2 mM e 2 U/mL, respectivamente (baseado em Norby, 1988). Para
avaliar a hidrélise de ATP em funcédo da concentracédo de substrato, foram utilizadas as
equacoes de Michaelis-Menten (Equacdo 4) e de Hill para catalise enzimatica
cooperativa (Equacao 5, Segel, 1993). Todos os dados foram analisados com o

programa OriginPro versao 8.0 (OriginLab Corporation).

ATP + H,O ——— > Pi + ADP ()

ADP + PEP —— > ATP + piruvato (i)

PEP + SHspl01 + PK — piruvato + Pi

Reagdes catalisadas por: (1) SHsp101

i1) Piruvato Quinase
(@) [Equacéao 3]

Vimax [S]

Vo=

K +[S
5] [Equacao 4]
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Onde vp é a velocidade inicial da reacao; Vmax € a velocidade maxima possivel;
[S] € a concentracdo do substrato em mM, e K, corresponde a constante de Michaelis-

Menten, em mM.

dex [S]”H

Yo = " ny ny
K,,/™ + [S]

[Equacéao 5]

Onde ny € a constante de Hill (quando H = 1 a equagédo é reduzida para o
modelo de Michaelis-Menten); K’y € a concentracdo de substrato para a qual a enzima
esta semi-saturada e em que a velocidade é metade de Vmax.

2.7.4 Experimentos de espalhamento de luz

A atividade chaperona de protecédo da luciferase contra a agregacéo por choque
térmico foi mensurada por espalhamento de luz. Para tanto 0,5 pM de Luciferase de
vaga-lume (Sigma) foi aquecida a 42°C em tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,4 NaCl 250
mM. Foi adicionado 1uM de Hsp100 de cana-de-agucar, ou BSA como controle, no
inicio ou apds 15 min de aquecimento e agregacao da luciferase. O volume final da
reacao foi de 450 pL em cubeta de quartzo de 1 cm e caminho 6ptico de 2 mm. O efeito
da chaperona sobre a luciferase desnaturada por alta temperatura foi monitorada por
espalhamento de luz a 320 nm, com a abertura para passagem de luz de 2 nm, em
fungdo do tempo, utilizando um fluorimetro Aminco Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO)

equipado com banho de agua circulante.

2.7.5 Experimentos de desagregacdo da GFP inativada termicamente

GFPuv na concentracao de 2 mg/mL foi termicamente inativada em tampéao de
inativacao (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, NaCl 150 mM) por incubacéo durante 15 min a 85°C
em aliquotas de 5uL. Apds inativacdo térmica a GFPuv foi congelada em nitrogénio
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liqguido e mantida em freezer -20°C. A reacao de desagregacao foi realizada a 25°C em
cubeta de quartzo de 1 cm contendo 450 pL de volume final em tampao de reativacao
(Tris-HCI 25 mM, pH 7,5, KCI 100 mM, MgCl, 20 mM, DTT 5 mM, EDTA 0,1 mM,Glicerol
10% (v/v). Na reacdo de reativacdo, a concentragbes utilizadas foram: 0,5 pM de
GFPuv, 1 pM de Hsp100, 4 mM de ATP ou ATP,S, e 4 mM de nucleotideos totais
contendo a mistura de ATP e ATP,S nas propor¢des 1:1 (2 mM : 2 mM) e 3:1 (3 mM : 1
mM). O aumento da fluorescéncia de GFPuv foi medido em espectrofluorimetro Varian
(modelo Varian Cary Eclipse) com excitagdo a 395 nm (abertura de 5 nm) e emissao a
510 nm (abertura de 10nm). A fluorescéncia da GFPuv nativa detectada a 510 nm foi

utilizada como controle positivo para o calculo dos valores de reativagéo.
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3 CAPITULO HSP100

3.1 A Classe de proteinas Hsp100/ClpB

Membros da familia de chaperonas moleculares Hsp100/Clp (do inglés
Caseinolytic protease) possuem massa molecular de cerca de 100 kDa e pertencem a
superfamilia AAA" (do inglés ATPases Associated with various cellular Activities). Como
outras AAA* - ATPases, membros desta familia possuem caracteristicas estruturais,
como a presenca de um ou dois dominios de ligacdo ao nucleotideo (NBDs),
sequéncias consenso de motivos “Walker A” e “Walker B”, um motivo de “dedo de
arginina” e as regides “Sensor-1” e “Sensor-2” (Figura 5A; Ammelburg et al., 2006;
Hanson e Whiteheart, 2005; Tucker e Sallai, 2007). A familia das proteinas Hsp100/Clp
é dividida em duas classes (Figura 4) com distintas fungcdées enzimaticas: as proteinas
da classe | contém dois dominios NBD por monémero (como por exemplo as proteinas
ClpA, ClpB/Hsp104, CIpC, ClpD); ja membros da classe Il (ClpM, N, X e Y, HslU)
apresentam apenas um dominio NBD por monémero (Parsell et al., 1994a; Schirmer et
al. 1996; Schirmer et al., 1998; Martin et al., 2005). A maioria dos membros desta
familia tem sua funcdo associada a elementos proteoliticos e a energia derivada do
ATP é utilizada para translocar o substrato para a protease associada visando sua
degradacao. Este sistema deu origem ao nome Clp (pronuncia-se ‘Clip’ em inglés) para
esta familia de proteinas cujos membros, inicialmente, foram identificados como sendo
induzidos por altas temperaturas, em complexos de proteases dependentes de ATP
capazes de hidrolizar caseina (Hwang et al., 1987; Katayama-Fujimura et al., 1987).
Estudos subsequentes mostraram que o sistema Clp pode hidrolizar outras proteinas e
peptideos em sua forma agregada e ndo agregada (Laskowska et al., 1996). Este é o
caso das proteinas CIpA, CIpC, ClpX e HslU (Martin et al., 2005;. Msadek et al.,1994;
Schirmer et al., 1996; Schlieker et al., 2005). Em contraste, a ClpB bacteriana e seus
homologos de levedura Hsp104 citosélica e Hsp78 mitocondrial, bem como a homdéloga
de planta Hsp101, atuam como ATPases independentes de proteases, com funcao de
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desagregadoras de proteinas e de ressolubilizagcdo, de maneira ndo destrutiva
(Schirmer et al., 1996; Doyle e Wickner, 2009; Glover e Lindquist, 1998; Goloubinoff et
al., 1999;. Mogk et al., 1999;. Motohashi et al., 1999).

CipA -
ClpB E-{ neo:
Clpc -

ClpP loop

ClpX

ClpP loop

ClpY (HslU)

Figura 4: Organizacao dos dominios em proteinas da familia Hsp100/Clp.

O dominio N-terminal (N) esta representado pela cor vermelha, o NBD1 e o pequeno dominio
D1 esta em ciano, o dominio intermediario (MD) estd em roxo e o NBD2 e o pequeno dominio
D2, ou C-terminal, em azul. Os dominios N-terminal e MD das proteinas Clp da classe Il sao
pouco conservados em relagao a classe | e estao representados por cores diferentes. O motivo
estrutural CIpP loop, presente em ClpA e ClpX, facilita a interagdo com proteases, para a
degradagao de proteinas mal enoveladas. Adaptado de Lee et al., 2003; Lee et al., 2004;
Maurizi e Xia 2004.

As proteinas desagregases, representadas pelas bem estudadas isoformas de
bactéria e levedura, ClpB e Hsp104, atuam juntamente com a chaperona Hsp70 e sua
co-chaperona Hsp40, conferindo tolerancia térmica a leveduras e bactérias, por meio de
resolubilizacdo de agregados amorfos induzidos por estresse, restaurando as proteinas
a sua estrutura nativa e funcional (Parsell et al., 1994a; Glover e Lindquist, 1998;
Zolkiewski, 2006). Adicionalmente, a Hsp104 sozinha € capaz de remodelar agregados
amiléides. Esta atividade governa a heranca de prions em levedura, onde,

diferentemente do que ocorre nos mamiferos, prions podem conferir vantagens
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seletivas, que s6 sdo possiveis mediante a atividade catalizada pela Hsp104 (Shorter e
Lindquist, 2005; Sweeny e Shorter, 2008; DiSalvo et al., 2011; Satpute-Krishnan et al.,
2007; Halfmann e Lindquist, 2010; Shorter, 2010).

Hsp100/ClpB sao encontradas no citoplasma, mitocondria, e cloroplasto de

procariotos, alguns protistas, fungos e plantas, mas nao em animais (Tabela 5). Isto

sugere que estas proteinas especializadas em desagregacdo sao requeridas por

organismos com limitada capacidade de mobilizacdo, incapazes de escapar de

condi¢des adversas, como altas temperaturas (Shorter, 2008). Hsp100/ClpB de plantas

sa0 0s Uunicos representantes de eucariotos superiores conhecidos, e ainda pouco se

sabe a respeito de sua estrutura/funcéo (ver a seguir no item 3.1.5).

Tabela 5: Representantes da familia de proteinas Hsp100/ClpB

Nome

ClpB

Hsp104

Hsp78

Hsp101,
ClpB1

(ClpB-
Cyt)

ClpB3
(ClpB-C)

ClpB4
(ClpB-M)

identidade em
Organismo Localizacao Referéncia relacdo a Hsp100 de
cana-de-acucar

Eschericia coli Citoplasma  Squireset al., 1991 52%
Saccharomyces Citoplasma Sancheze 45%
cerevisiae Lindquist,1990
Saccharomyces Mitocdndria Leonhardt et al., 51%
cerevisiae 1993
Arabidopsis Citoplasma Lee et al., 2006; 84%
thaliana Singh e Grover,
2010
Arabidopsis Cloroplasto Lee et al., 2006; 51%
thaliana Singh e Grover,
2010
Arabidopsis Mitocondria Lee et al., 2006; 49%
thaliana Singh e Grover,
2010
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3.1.1 Arquitetura das proteinas Hsp104/ClpB

Quanto a estrutura da Hsp104/ClpB, cada monémero contém um dominio N-
terminal, dois dominios AAA+ de ligagcado ao nucleotideo (NBD1 e NBD2), e um dominio
intermediario (MD) formado por motivos “coil-coil” anti-paralelos inseridos no final do
NBD1, chamado de “jungao”, que separa os dois dominios de ligacdo ao nucleotideo. A
‘luncdo” é o que caracteriza esta classe como chaperonas desagregases dentro da
familia Hsp100/Clp - Figura 4 (Schirmer et al., 1996; Doyle e Wickner, 2009; Parsell et
al., 2002; Barnett et al., 2000; Cashikar et al., 2002; Lee et al., 2003). Adicionalmente,
Hsp104 contém uma pequena extensao C-terminal, ausente em ClpB. A estrutura
terciaria cristalografica do monémero de ClpB (Figura 5B) da eubactéria termofilica
Thermus thermophilus (TCIlpB) foi obtida a uma resolugcado de 3,0 A na presenca do
nucleotideo AMPPNP (analogo da adenosina trifosfato — ATP) (Lee et al., 2003).
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N-terminal NBD1 MD NBD2 C-terminal

Y S1 R1/2 S1 R
¥ Voo

Walker A Walker B Walker A Walker B I
GX,GKT hhhhE GX,GKT hhhhE

Figura 5: Organizacao estrutural de Hsp100/ClpB.

(A) Esquema representativo da organizacao estrutural com os dominios identificados com cores
diferentes e indicados acima da figura. O dominio C-terminal destacado em verde é rico em
residuos carregados negativamente e estd presente apenas em eucariotos. A posicao de
residuos importantes incluindo as tirosinas (Y) no interior das voltas do poro do hexamero,
envolvidos na atividade de desagregacao (ver adiante no item 3.1.4); o Sensor-1,0s motivos S1
e S2, a posigdo do “dedo de arginina” (R), a posicao e as sequéncias dos motivos Walker A e B
(X é qualquer residuo e h é qualquer residuo hidrofébico) envolvidos na atividade ATPasica. (B)
Estrutura de raio-X do monémero de TCIpB (1QVR, Lee et al 2003) complexado com o
nucleotideo AMP-PNP destacado em amarelo no NBD1 e NBD2. Os dominios foram coloridos
conforme indicacao da figura A. Figura foi gerada usando o programa Pymol (DeLano, 2004).
(C) Modelo do hexamero da TClpB complexado com AMP-PNP visto de cima, baseado no
envelope gerado por Cryo-EM, no qual se distinguem duas camadas, formadas pelos dominios
NBD-1 (anel superior) e NBD-2 (anel inferior), as quais circundam um poro axial com diametro
de aproximadamente 13 A (D) Modelo do hexamero da TCIpB visto lateralmente. Adaptado de
Hodson et al., 2012.

Os dominios NBDs s&o considerados unidades motoras centrais comuns em
AAA+ - ATPases, uma vez que cada NBD pode ligar e hidrolisar ATP. Estruturalmente,
cada NBD ¢é seguido por sub-dominios, também referidos como D1 e D2. As mutagdes

no interior das regides conservadas destes modulos AAA+ afetam a ligagéo/hidrélise de
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nucleotideos, o estado oligomérico da proteina ou interferem na atividade de
desagregacao (Hodson et al., 2012).

O dominio N-terminal que corresponde a regiao menos conservada nesta classe
de desagregases, também possui estrutura similar ao N-terminal de ClpB de E.coli
(ECIpB) isolado e com estrutura resolvida por cristalografia (Li et al., 2003). E um
dominio mével que apresenta funcao de especificidade ao substrato (Barnett et al.,
2005) e na propagacao de prions em levedura (Beinker et al., 2002; Hung e Masison
2006; Mogk et al., 2003a). Entretanto, sua presenca ndo é absolutamente requerida
para a termotolerancia (Beinker et al., 2002; Mogk et al., 2003a).

O dominio intermediario MD & um coil-coil que define a classe Hsp100/ClpB, pois
embora outras proteinas da familia Hsp100 possuam um dominio intermediario, apenas
a subclasse ClpB apresenta atividade desagregase (Doyle et al., 2007; Desantis e
Shorter, 2012, Figura 4). A identidade deste dominio entre os homdélogos TClpB, ECIpB
e Hsp104 é cerca de 35%. O coil-coil € formado por quatro hélices alfa antiparalelas,
estabilizadas por interagdes do tipo “ziper de leucina” que formam uma estrutura flexivel
inserida no C-terminal do NBD1. Na reconstrugédo de Cryo-EM da estrutura de TCIpB, o
MD foi atribuido a saliéncias expostas do hexamero (Lee et al., 2003, Figura 5B,C).
Estudos de cross-linking e de mutagénese no MD revelaram sua mobilidade na
presenca de diferentes nucleotideos e seu papel essencial na atividade de
desagregacao de proteinas por meio de controle do ciclo ATPéasico da Hsp104/ClpB e
da mediacdo da cooperacao com Hsp70 (Desantis e Shorter, 2012; Haslberger et al.,
2007; Watanabe et al., 2005).

Hsp104 contém uma extencado C-terminal, ausente em ClpB, rica em residuos
carregados negativamente, implicada na oligomerizacdo e na interacdo com co-
chaperonas que contém dominio TPR (ver adiante no Capitulo Hsp90) mas que nao é
requerida para termotolerancia (Parsell et al., 1991; Bosl et al., 2006; Abbas-Terki et al.,
2001; Mackay et al., 2008).
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3.1.2 Estado oligomérico

Assim como outras proteinas da super-familia AAA+-ATPase, Hsp104/ClpB é
capaz de formar homo-hexameros com estrutura similar a dois anéis (Figura 5C,D),
como foi demonstrado por técnicas de cross-linking, ultracentrifugacdo analitica e
eletromicroscopia (Parsell et al., 1994a; Bosl et al., 2005). Utilizando dados da estrutura
cristalogréafica de TCIpB (Lee et al., 2003), um modelo hexamérico foi construido a partir
da estrutura cristalografica do monémero em um mapa de densidade por Cryo-EM. A
estrutura cristalografica de alta resolucdo obtida recentemente para ClpC, unica
proteina da classe que também contém o dominio intermediario MD, mas bem menor
que ClpB (Wang et al., 2011a), também foi utilizada nos modelos gerados por Cryo-EM
(Figura 5C,D). Foi demonstrado que CIlpB e Hsp104 apresentam estruturas
tridimensionais semelhantes (Lee et al., 2010), porém possuem algumas diferencas
funcionais (discutidas a seguir no item 3.1.3) (Tripton et al., 2008; Shorter e Lindquist,
2004; Abbas-Terki et al., 2001; Moosavi et al., 2010). Ha ainda algumas controvérsias a
respeito da estrutura hexamérica, quanto ao arranjo dos dominios de ligacdo ao
nucleotideo e a posigdo do dominio intermediario MD, especificamente se estdo
localizados no interior ou para fora do anel (Lee et al., 2003, 2007, 2010; Wendler et al.,
2007, 2009; Hodson et al., 2012).

As estruturas quartenarias de ClpB e Hsp104 parecem ser dindmicas: estudos
biofisicos demonstraram uma polidispersdo, com misturas de monémeros, hexameros,
heptameros e outras espécies intermediarias, dependendo das condi¢cdes do ambiente
onde a proteina se encontrava, tais como forca ionica, temperatura, concentracédo da
proteina e de nucleotideos (Akoev et al., 2004; del Castillo et al., 2011; Kim et al., 2000;
Watanabe et al., 2002; Zolkiewski et al., 1999; Parsell et al., 1994a; Hattendorf et al.,
2002; Schirmer et al., 1998; Schirmer et al., 2001; Tkach et al., 2004). As condi¢des
préximas as fisioldgicas parecem contribuir para a formagcao do hexamero.

Quanto a influéncia dos dominios no estado oligomérico de ClpB/Hsp104, os
dominios de ligacdo ao nucleotideo NBD1 e NBD2 atuam de maneira oposta em
bactéria e levedura. Os dois dominios ficam localizados na interface de subunidades

adjacentes no hexamero de ClpB e Hsp104, com estruturas tridimensionais
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semelhantes, mas com diferentes fungdes: NBD1 € critico para a hexamerizacdo de
ClpB (Mogk et al., 2003a), j4 para Hsp104 é o NBD2 que estd envolvido com a
oligomerizacao (Parsell et al., 1994a; Schirmer et al., 1998; Schirmer et al., 2001). O
NBD1 é o dominio que mais contribui para a atividade ATPéasica de Hsp104 (Parsell et
al., 1994a; Schirmer et al., 1998; Schirmer et al.,, 2001) enquanto que ambos o0s
dominios contribuem para a atividade ATPasica basal de ClpB (Mogk et al., 2003a).
Estas diferentes funcées dos dois dominios de ligacdo ao nucleotideo em relacdo a
oligomerizacdo e a atividade de hidrélise do ATP especificos para ClpB e Hsp104,
embora as proteinas inteiras de ambos homdlogos tenham funcdes gerais semelhantes,
ainda precisa ser melhor elucidada. O dominio intermediario MD, bem como o C-
terminal de Hsp104 e o D2 de CIpB também parecem ser essenciais para a
oligomerizacdo, como observado em experimentos de mutacdo e delecdo (Barnett et
al., 2000; Lum et al., 2004; Mackay et al., 2008; Watanabe et al., 2009).

O estado hexamérico parece ser a espécie funcional de ClpB/Hsp104, uma vez
que mutantes defeituosos na oligomerizacdo ndo possuem atividade ATPasica
aparente, tém sua atividade de desagregacao diminuida, e sédo incapazes de
complementar o fenétipo de termotolerancia de leveduras com mutacdo nula do gene
hsp104 (Parsell et al., 1994b; Glover et al., 1998; Schirmer et al., 1998; Mogk et al.,
2003a; Doyle et al., 2007).

3.1.3 Atividade ATPasica

A atividade ATPasica da Hsp100/ClpB de levedura e bactéria vem sendo
extensivamente estudada para a compreensao do ciclo de atividade destas proteinas,
principalmente no que se refere a possibilidade de ser a responsavel por mudancas
conformacinais na proteina, necessarias para sua atividade de desagregacdo, um
mecanismo que ainda ndo esta bem elucidado. Neste contexto, a Hsp104 de levedura
foi melhor caracterizada do que ClpB de bactéria e sera tomada como modelo para
descricao neste item. Nao existe até o momento, informacéo a respeito da atividade
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ATPasica de Hsp101/ClpB de plantas, os uUnicos representantes desta classe de
proteinas pertencentes aos eucariotos superiores.

O complexo sistema de hidrolise do ATP adotado por estas proteinas envolve
interacOes alostéricas no hexamero. Desta maneira, similarmente ao equilibrio de
oligomerizacdo, a atividade ATPasica de Hsp104 é fortemente dependente das
condicées do ensaio, como forca iGnica e conteudo de nucleotideos (Schirmer et al.,
1998). A relacdo entre estado oligomérico e a comunicagao entre os dois NBDs foi
demonstrada por mutagdo no NBD2, ocasionando desoligomerizacao (Schirmer et al.,
1998) e por mutacdo no NBD1 levando a alteracao no turnover de hidrélise do ATP
(Franzmann et al., 2011). Varios mutantes ja foram construidos para a identificacdo da
funcdo de cada componente dos NBDs (revisado por Hodson et al., 2012). Mutacbes
que afetam a hidrélise do ATP, mas néo a sua ligagdo, foram muito importantes nestas
caracterizagdes, que sugerem uma atividade de hidrélise de menos de 1% realizado
pelo NBD2 e uma alta afinidade por nucleotideos (Schirmer et al., 1998; Hattendorf et
al., 2002a). E assumido que o sitio de hidrélise esta predominantemente no NBD1 de
Hsp104 (Schirmer et al., 1998) e que é fortemente estimulado pela formacdo do
oligbmero, que por sua vez é induzido pela ligacdo de nucleotideo ao NBD2.
Comparativamente, ClpB de bactéria apresenta um turnover de hidrélise de ATP menor
que Hsp104 e, aparentemente, com igual distribuicao entre os dominios NBD1 e NBD2
(del Castillo et al., 2010; Mogk et al., 2003a; Woo et al., 1992). Ao contrario do que
ocorre com Hsp104, em ClpB, NBD1 é o responsavel pela oligomerizagdo dependente
de ligacdo ao ATP. A inibicdo da ligacao ao nucleotideo no NBD1 leva a diminuigéo da
maior parte da atividade ATPasica, sugerindo que a atividade remanescente é do
NBD2 e esta vinculada ao estado oligomérico; enquanto que a inibicao da hidrélise pelo
NBD2 estimula a atividade ATPasica do NBD1, reforcando a evidéncia de que a
organizagao funcional parece ser invertida em ClpB com relagéo a Hsp104 (Mogk et al.,
2003a; Watanabe et al., 2002).

Essa dependéncia de atividade hidrolitica com o estado oligomérico também foi
relatada para outras proteinas Clps (Schlee et al., 2001; Mogk et al., 2003a; Fernandez-
Higuero et al.,, 2011; Werbeck et al.,, 2011), e analises estruturais corroboram a
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explicacdo do mecanismo. Assim como em ClpB, os sitios de ligacdo ao nucleotideo
estdo localizados na interface das subunidades adjacentes dos anéis do hexamero e
residuos das duas subunidades sédo requeridos para gerar o completo sitio de ligagao
ao ATP (Bochtler et al., 2000; Guo et al., 2002; Lee et al., 2003). Portanto, a ligagdo ao
nucleotideo e a atividade de hidrélise do ATP por Hsp104 ou outras Clps € um evento
intermolecular, e provavelmente ndo pode ocorrer no monémero. O arranjo dos NBDs
de cada anel do hexamero esta implicado na ligagdo e/ou hidrolise do ATP,
influenciando as subunidades adjacentes, levando a uma regulagcédo alostérica inter-
protdbmeros, conforme analisado em estudos de cinética dos dois NDBs (Hattendorf et
al., 2002a; Hattendorf et al., 2002b; Shaupp et al., 2007; Franzmann et al., 2011).

A atividade ATPasica regulada pela comunicacdo entre as subunidades do
hexamero também parece ser influenciada pelo dominio intermediario MD, cuja
dindmica de movimentos mostrou-se ser dependente de ligacdo a nucleotideos (Lee et
al., 2003, 2007). Evidéncias de seu envolvimento na comunicagao inter-dominios foram
observadas em experimentos de mutacado ou delecdo de regides do MD de Hsp104,
TCIpB e ECIpB (Cashikar et al., 2002; Mogk et al., 2003a; Watanabe et al., 2005).

A atividade ATPasica de Hsp104 e ClpB é ainda estimulada pela adicao de
substratos analogos, como a caseina (Mogk et al., 2003a;. Schaupp et al., 2007;
Watanabe et al., 2002). No caso da Hsp104, este estimulo parece ser movido pelo
aumento da hidrélise do ATP no NBD2, sem influenciar o NBD1. Ao limitar a hidrolise
do ATP por ClpB e Hsp104, parece haver uma forte ligacdo ao substrato, enquanto que
ao aumentar o turnover de hidrélise do ATP parece haver a dissociagdo de substratos
(Schaupp et al., 2007; Weibezahn et al., 2003). A correlagédo de ligacao e liberacdao do
substrato com a atividade ATP&sica parece ser um mecanismo importante na
translocacdo do peptideo ao longo do poro do hexdmero, mas ainda pouco
compreendido (Biter et al., 2012; Fernandez-Higuero et al., 2011).

3.1.4 Atividade desagregase

A capacidade das proteinas Hsp104/ClpB em solubilizar proteinas agregadas, as

tornam cruciais, nos organismos que as possuem, para a tolerancia ao estresse celular
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(Figura 6; Parsell et al., 1994b; Queitsch et al., 2000; Sanchez e Lindquist, 1990;
Schmitt et al., 1996; Squires et al.,1991).

A natureza dos substratos proteicos desta classe de chaperonas, que
compreende agregados amorfos e amildides, cuja estrutura varia conforme as
condicoes de ensaio ou da célula apdés um estresse (ver item 1.1), é um fator que
dificulta o estudo dos mecanismos de desagregacdo pela Hsp104/ClpB. A
complexidade do pleno entendimento do fendmeno aumenta levando-se em
consideracgao a participacado do sistema Hsp70 na recuperagéo final da proteina nativa
(ver adiante). O modelo atual do modo de atuacdo desses sistemas durante a
desagregacao € o de atividade de translocamento através do poro central do hexamero
de Hsp104/ClpB, baseado no conhecido modelo de proteinas da mesma familia como
as proteases CIpA e ClpX, capazes de translocar peptideos desenovelados através de
seu poro central (Singh et al., 2000). Contudo, Hsp104/ClpB tem uma menor eficiéncia
em desenovelar as proteinas para translocar pelo poro, mas € capaz de reconhecer e
translocar proteinas contendo por¢des enoveladas, sendo desta forma mais eficiente na
recuperacdo de agregados mistos, conforme demonstrado por Haslberger e
colaboradores (2008) em experimentos utilizando proteinas de fusdo contendo
dominios nativos e dominios desenovelados. Uma vez que o poro de Hsp104/ClpB é
muito estreito (13-16 A, Figura 5C; Lee et al., 2007; Hodson et al., 2012) para translocar
uma proteina enovelada, o complexo sofreria uma mudanca e uma possivel
desoligomerizacdo do hexadmero durante a passagem do substrato pelo poro, um
processo ainda pouco compreendido (Biter et al., 2012). Outro mecanismo proposto
para contornar esse fator limitante do tamanho do poro é “modelo do pé-de-cabra”.
Neste modelo, a Hsp104/ClpB seria capaz de desfazer grandes agregados em
menores. Proteinas dos agregados menores seriam subsequentemente desenoveladas
em colaboragdo com o sistema Hsp70, antes da translocacéo pelo poro (Tessarz et al.,
2008; Weibezahn et al., 2004), e apds a translocagdo do substrato desenovelado o
sistema Hsp70/Hsp40 seria novamente requerido, para o reenovelamento da proteina
resgatada do agregado. Ainda no “modelo do pé-de-cabra” a regiao MD exposta na
superficie do hexamero seria a responsavel pela interacdo com os agregados e a

37



Capitulo Hsp100

pequena mudancga conformacional do NBD1 devido a hidrélise do ATP provavelmente
promoveria 0 movimento do MD para ocorrer a desagregacao, como uma alavanca
(Bem-2vi et al., 2001; Glover e Tkach 2001; Lee et al., 2003, Desantis e Shorter, 2012;
Seyffer et al., 2012). Independentemente do modelo proposto, sabe-se até 0 momento
que a atividade de desagregacao por Hsp104/ClpB é modulada por perturbacao de seu
estado oligomérico (Biter et al., 2012), pela hidrélise de ATP e sua regulacao alostérica
promovendo a interacdo entre os protdbmeros do hexamero (Franzman et al., 2011) e
pela participagdo do dominio MD no processo de desagregacgado, possivelmente
interagindo com o substrato e/ou outras chaperonas e co-chaperonas (revisado em
Desantis e Shorter 2012).

O envolvimento do sistema Hsp70 (que compreende Hsp70, Hsp40 e um fator de
troca de nucleotideo) em conjunto com Hsp104 e ClpB no processo de desagregacéo
de agregados amorfos foi observado in vitro e também in vivo por analises de
complementacdo em levedura e bactéria nocautes para os genes em questao (Parsell
et al.,, 1994b; Glover e Lindquist, 1998; Mogk et al., 1999; Goloubinoff et al., 1999;
Sanchez et al., 1993; Vogel et al., 1995) e a interacdo parece ser espécie-especifica:
Hsp104 é incapaz de recuperar agregados amorfos na presenca do sistema Hsp70 de
E.coli (DnaK-DnaJ-GrpE), e o0 mesmo ocorre com ClpB em relagdo ao sistema de
S.cerevisiae (Glover e Lindquist,1998; Krzewska et al., 2001; Schlee et al., 2004).
Quimeras de Hsp104 e ClpB, contendo o MD trocados entre as espécies, corroboram
essa seletividade (Miot et al.,, 2011; Sielaff e Tsai, 2010). Outra funcdo do sistema
Hsp70/40 é auxiliar na atividade de recuperacdo de agregados de natureza amiléide
mediada por Hsp104 (Shorter e Lindquist, 2008; Sweeny e Shorter, 2008; Bianco et al.,
2008; Tipton et al., 2008; Higurashi et al., 2008), embora Hsp104 apresente in vitro a
capacidade de remodelar certos agregados amildides de forma independente do
sistema Hsp70 (Desantis e Shorter, 2012). Outra contradicdo em relagcao a dependéncia
do sistema Hsp70 por Hsp104/ClpB é quanto a atuagdo no desenovelamento dos
peptideos agregados antes do translocamento pelo poro do hexamero de Hsp104/ClpB
(descritos acima). Ha evidéncias de que Hsp104/ClpB apresenta atividade de
desenovelamento do substrato antes do translocamento independente de Hsp70/40
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(Doyle et al., 2007a; Schaupp et al., 2007). Além disso, a presenca do sistema Hsp70
para recuperar agregados amorfos pode ser substituida pela adicdo de misturas
especificas de ATP:ATPyS (3:1 para Hsp104 e 1:1 para ClpB), ou por meio de
mutacgdes sitio dirigidas nos dominios NBD1 e NBD2 (Doyle et al., 2007a,b; Franzmann
et al., 2011; Schaupp et al., 2007; Hoskins et al., 2009). A presenca de nucleotideo de
hidrélise lenta (ATPyS) sugere que uma das fungdes do sistema Hsp70 seria estabilizar
a interagdo com o substrato, dando tempo suficiente para que o mesmo seja
reconhecido, e possa ser translocado através do poro. Ja Seyffer e colaboradores
(2012) demonstraram uma relacao direta da ligacdo de DnaK com a quimera ClpB-V
(ClpB contendo o dominio N-terminal de ClpV, representante da ClpB da linhagem
patogénica Vibrio cholerae, capaz de eficientemente desenovelar polimeros para
passagem pelo poro). A interagdo com DnaK levou ao aumento da atividade ATPasica
e da passagem do substrato pelo poro do complexo formado pela quimera. Além da
Hsp70, as proteinas de choque térmico de pequena massa molecular (sHsps), como a
Hsp26 de levedura, também contribuiem com a renaturagdo de peptideos por
Hsp104/ClpB, aumentando sua atividade de desagregacdo (Mogk et al., 2003b;
Cashikar et al., 2005; Haslbeck et al., 2005). Dessa maneira, a regulacao do processo
de desagregacao por Hsp104/ClpB em conjunto com o sistema Hsp70 e sHsps ainda
precisa ser melhor elucidada.

Dessa maneira, os modelos propostos para descrever o0 processo de
desagregacao pela Hsp104/ClpB através do translocamento pelo poro do hexamero
(Figura 6) esta de acordo com muitos dados publicados, embora seu modo de atuagéao
juntamente com o sistema Hsp70 ainda ndo tenha sido completamente determinado.
Além disso, a interacgao fisica direta de todo o complexo Hsp104/70/40/26 ainda nao foi
caracterizada, tdo pouco se sabe a respeito do processo de desagregacao por Hsp101
de plantas, suas interacoes e especificidades. A falta de informacgao relacionada a esta
familia de proteinas vegetais, bem como a possibilidade da utilizagdo de desagregases
para a solubilizacdo de agregados relacionados a doengas causadas por enovelamento
incorreto de proteinas, por exemplo, torna o presente estudo de grande importancia
biotecnoldgica.
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Figura 6: Modelo de desagregacao pela Hsp100/ClpB.

Modelo do “pé-de-cabra” (1) em que a Hsp100/ClpB interage com grandes agregados proteicos
por meio de reconhecimento do dominio MD e, a partir da hidrélise de ATP, promove a
desagregagao dos mesmos transformando-os em agregados ‘médios”. (2a e 2b). Estes
agregados médios podem ser reconhecidos diretamente pelo sistema Hsp70 (DnaK, Dnad e
GrpE), ou entrar na cavidade do hexamero da Hsp100/ClpB, onde talvez possam ser
resolubilizados pelo mecanismo de “captura e liberacdo” (2a) ou pelo mecanismo de
translocagéo (2b). No mecanismo “2a”, a proteina € submetida a ciclos de captura e liberacao
por parte da chaperona, até que os motivos estruturais da proteina, reconhecidos pela
chaperona, mudem de conformagédo. No mecanismo “2b” a cadeia polipeptidica desenovelada é
translocada através do poro central do hexamero da Hsp100/ClpB. Apo6s a translocacao do
substrato pelo poro, o sistema Hsp70 seria novamente requerido, para o reenovelamento da
proteina resgatada do agregado (3). Adaptado de Lee et al., 2003.

3.1.5 Hsp100/ClpB em plantas

Em andlise de banco de dados de sequéncias expressas em cana-de-acucar
(SUCEST- projeto de sequenciamento de EST de cana-de-agucar) foi verificado que
codificantes para a familia Hsp100 sdo modestamente expressos neste organismo. Os

resultados mostraram a presenca de oito potenciais genes da classe |, com alta
40



Capitulo Hsp100

identidade com CIpA, B e C, e nenhuma para ClpD (Borges et al., 2001; Borges et al.,
2006), enquanto outros organismos vegetais que ja tiveram seu genoma
completamente sequenciado, como Arabdopsis thaliana e arroz Oryza sativa, possuem
uma isoforma de proteina ClpB/Hsp100 para cada localidade celular: citoplasma,
mitocdndria e cloroplasto (Tabela 5). Ja a dicotiledénia Populus trichocarpa possui além
destas isoformas, uma cloroplasmatica a mais (Lee et al., 1994; Singh et al., 2010).
Uma vez que a maioria das pesquisas sobre proteinas vegetais da familia ClpB/Hsp100
foi realizada somente em duas espécies modelo, A. thaliana e O. sativa, o presente
estudo de uma Hsp100 de cana-de-aglcar visa contribuir para aumentar a informacéo a
respeito desta importante familia de proteinas, o que é inédito no que diz respeito a
expresssao e relacdo estrutura/funcao destas proteinas neste organismo.

As proteinas ClpB/Hsp100 de plantas, assim como sua correspondente
em levedura, sao induzidas por choque térmico. Analises de transcricido/expressao
demonstraram que proteinas Hsp100 citoplasmaticas sao induzidas por choque térmico
em Arabidopsis, milho, tabaco e trigo (revisado em Sighn e Grover 2010) e também ha
indicios de que haja inducéo por estresse hidrico e por tratamento hormonal com &acido
abscisico (ABA) (Shen et al., 2003, Pareek et al., 1995; Lee et al., 2006). Além da
regulacao por estresse, transcritos/proteinas de Hsp100 citoplasmaticas parecem ser
controladas em diferentes estagios do desenvolvimento vegetal, uma vez que ja foi
demonstrado seus niveis constitutivos em tecidos embriondrios e de sementes de arroz
(Queitsch et al., 2000; Singla et al., 1998), e um alto nivel de expressdo em pendao e
embrido de milho (Young et al., 2001b), e graos de pdlen de tomate (Pressman et al.,
2007). A Hsp100 citoplasmatica pode ainda ser induzida em resposta a infeccao,
conforme analisado em Arabidopsis (Carr et al., 2006).

Baseado em andlises filogenéticas, alguns autores dividem a subclasse
ClpB/Hsp100 de plantas em dois grandes grupos: o0 grupo de localizacao
citosélica/nuclear, e o grupo de localizagao organelar (Lee et al., 2006). Embora o sinal
de localizacao nuclear (NLS) (Robbins et al., 1991) de Hsp100 seja conservado em
todos homélogos vegetais (Nieto-Sotelo et al., 2002), até o momento, a localizagao
nuclear de Hsp100 ainda nao foi observada experimentalmente de maneira direta
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nestes organismos (Nieto-Sotelo et al., 2002 , Lee et al., 2006, Singh e Grover 2010),
destacando a importancia de mais estudos para melhor compreensdo da funcdo de
Hsp100 em vegetais.

Quanto a funcdo desempenhada por Hsp100 de plantas, homélogos em
Arabidopsis, soja, trigo e tabaco, podem, pelo menos parcialmente, restaurar a
termotolerancia de células de levedura que tiveram delecdo no gene para Hsp104 (Lee
et al., 1994; Schirmer et al., 1994; Wells et al.,, 1998; Agarwal et al., 2003). Uma
evidéncia direta da importancia de Hsp100 de Arabidopsis e de arroz na termotolerancia
de Arabidopsis também foi demonstrada por Queitsche colaboradores (2000) e Katiyar-
Agarwal e colaboradores (2003), enquanto que a isoforma de cloroplasto mostrou-se
essencial para o desenvolvimento desta organela e para a viabilidade de sementes (Lee
et al.,, 2006). Mutantes de Arabidopsis expressando ClpB/Hsp100 com alteracoes
pontuais em sua sequéncia de aminoacidos ou mutacées em sua regido promotora,
acarretando em diminuicdo de sua expressao, resultaram em redugcdo de
termotolerancia e alteracdo no desenvolvimento e na germinacdo de sementes
(revisado em Singh e Grover 2010). Ainda, analises genéticas mostraram que, em
Arabidopsis, a ClpB/Hsp100 interage com proteinas de choque térmico de baixo peso
molecular (sHsp) resolubilizando agregados proteicos apds o estresse térmico (Lee et
al., 2005).

Embora a Hsp100/ClpB esteja envolvida na desagregacao de proteinas, até o
momento nenhum substrato celular foi identificado em plantas, tampouco existem
evidéncias diretas in vivo de que Hsp100 de planta atue com fungdo desagregase.
Contudo, a Hsp100/ClpB citosélica é a unica representante HSP cujo envolvimento
direto na termotolerancia de plantas foi evidenciado (Queitsch et al., 2000; Larkindale et
al., 2005). Além disso, parece que as plantas sdo 0s Unicos eucariotos superiores
conhecidos capazes de expressar uma proteina Hsp100 citoplasmatica (Lee et al.,
2006), o que pode ser devido a necessidade de adaptacao as diversas condicbes de
estresses ambientais a que sdo submetidas comparando-se com 0s demais organismos
eucariotos superiores. Tal fendémeno reforgca a importancia de mais estudos sobre estas

proteinas, que podem apresentar caracteristicas intrinsicas ao reino vegetal.
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PARTE

3.2 Artigo cientifico: A Hsp101 de cana-de-acicar é uma proteina
hexamérica que liga nucleotideos

Os resultados apresentados neste manuscrito mostram o primeiro relato a cerca
de caracteristicas estruturais e de expressdo de uma proteina Hsp100 da subclasse
ClpB de cana-de-acucar. Proteinas desta classe sdo importantes para a sobrevivéncia
de bactérias, leveduras e plantas sob condicdes de estresse, devido a sua capacidade
de desagregar proteinas e restaurar suas fungées. Embora as plantas sejam os unicos
representantes de eucariotos superiores que possuem Hsp100/ClpB, ha pouca
informacdo a cerca destas proteinas e € possivel que apresentem caracteristicas
exclusivas as plantas, sendo necessarios mais estudos de sua estrutura/funcao. Este
trabalho apresenta a clonagem e purificacdo da Hsp100/ClpB de cana-de-agucar,
denominada SHsp101. A proteina foi obtida pura e no estado hexamérico, com
capacidade de ligar nucleotideos ATP, ADP e o analogo de hidrélise lenta ATPAS,
apresentando caracteristicas semelhantes as ortélogas de levedura e bactérias. Foi
observada sua expressdao em tecido foliar de cana-de-agclUcar, o primeiro relato de
expressao nao induzida por estresse de Hsp100/ClpB em tecido foliar de plantas. As
informagdes estruturais, funcionais e de expressdao de SHsp101, geradas neste
trabalho, contribuem para um melhor entendimento desta classe de proteinas em

plantas.
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Abstract

The Clp/Hsp100 AAA+ chaperone family is involved in recovering aggregated proteins
and little is known about other orthologs of the well studied ClpB from Escherichia coli
and Hsp104 from Saccharomyces cerevisiae. Plant Hsp101 is a good model for
understanding the relationship between the structure and function of Hsp100 proteins
and to investigate the role of these chaperones in disaggregation processes. Here, we
present the cloning and purification of a sugarcane ortholog, SHsp101, which is
expressed insugarcane cells and is a folded hexamer that is capable of binding
nucleotides. Thus SHsp101 has thestructural and functional characteristics of the
Clp/Hsp100 AAA+ family.

1.Introduction

Protein misfolding and aggregation play important roles in many pathologies.
Heterologous expression of genes sometimes generates inclusion bodies. Failure in
proper folding results in a loss of biological function or even the formation of aggregated
species, which may be harmful to the organism by developing into conformational
diseases related to more than 40 pathologies [1,2]. To avoid either misfolding or its
destructive consequences, cells have developed a complex quality control system
involving molecular chaperones that is devoted to maintaining protein homeostasis [3,4].

Molecular chaperones are usually referred to as heat shock proteins (Hsps) and
are named according to the molecular mass of the monomer protein (for example, the
70 kDa heat shock protein, Hsp70, and the 100 kDa heat shock protein, Hsp100) [4,5].
Chaperones from the Clp/Hsp100 family are ring-shaped AAA+ (ATPase associated
with diverse cellular activities) proteins. ClpB from Escherichia coli and its eukaryotic
homolog Hsp104 from yeast Saccharomyces cerevisiae are the most studied [5-7]. ClpB
and Hsp104 have the extraordinary ability to solubilize aggregated proteins with the help
of the Hsp70 system. Hsp100s are hexameric chaperones that are formed by an amino-
terminal domain and two nucleotide-binding domains, NBD or AAA+ domains, which are

connected by a linker named the M-domain in the case of ClpB and Hsp104, but not
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other Clp proteins (Figure 1A). Analogs of these proteins are present in bacteria, fungi,
plants and mitochondria but are missing in metazoa.

Although not lethal when absent, the presence of Hsp104 and ClpB largely
increases survival under stress conditions. Neither ClpB nor Hsp104 alone are capable
of disaggregating proteins, but cells lacking clpb or hsp104 are incompetent at
eliminating aggregated proteins formed under heat shock conditions [8-10]. Hsp100
proteins cooperate with other chaperones to aid in protein folding. Efficient protein
disaggregation and reactivation in E. coli is only achieved when ClpB, DnaK, DnaJd and
GrpE are present [9,10]. Another partner, small Hsp, participates by binding partially
unfolded proteins, thereby not allowing the formation of oligomeric aggregates. Hsp70
and Hsp100 facilitate the solubilization of these proteins [11-14]. Thus, the role of
Hsp100 is highly specific because disaggregation only occurs in the presence of Hsp70
from the same species.

The molecular mechanism for this disaggregation activity is unknown. Although
very important for protein homeostasis, little is known about other orthologs of
ClpB/Hsp104 [15]. Plant Hsp101is a good candidate to be explored for understanding
the relationship between the structure and function of Clp/Hsp100 proteins and to
investigate the role of these chaperones in disaggregation processes. For instance,
although Hsp101 can complement the thermotolerance defect in yeast caused by
deleting the hsp104 gene [16,17], it cannot interact with Hsp104 indicating that the
domains of the proteins diverged [18]. Therefore, a deep understanding of the
relationship between structure and function in Hsp101 may help to identify key elements
which are indispensable for chaperones with disaggregation properties to function.

The importance of Clp/Hsp100 proteins for plants and for biotechnology purposes
is based on their key role in thermotolerance [15]. Due to its high similarity to the A.
thaliana homolog, as ugarcane ortholog, SHsp101, was cloned and purified. Its
biophysical parameters, its ability to bind nucleotides and its presence in sugarcane cells
were also investigated. The results showed that sugarcane SHsp101 has the structural
and functional characteristics ofthe Clp/Hsp100 AAA+ family.
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2.Materials and Methods
2.1 Cloning, expression and purification

cDNA libraries were from sugarcane cultivars, which were hybrids derived from
the crossing of Saccharum officinarum and Saccharum spontaneum [19]. The cDNA
coding for sugarcane Hsp101 (GenBank accession number JN106048) was inserted into
the expression vector pET28a (Novagen) by polymerase chain reaction (PCR),
generating the vector pET28aSHsp101 that was then transformed into the BL21 pRARE
Escherichia coli strain. Cells were grown at 37 °C in Luria-Bertani media (LB) containing
0.3 pg/mL of kanamycin, and the expression of the 6-His-tagged protein was induced
with 0.5 mM isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). After 4 hrs, the cells were
harvested and disrupted by sonication in the presence of 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 100
mM KCI, and 1 mM EDTA, and the lysate was centrifuged at 18,000g for 30 min. The
soluble fraction was loaded onto a 5 mL Hitrap™ Chelating HP column for affinity
chromatography and then onto a Hiload 26/60 Superdex 200 prep-grade column for size
exclusion chromatography in the presence of 25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 250 mM NacCl,
and 1 mM 2- B-mercaptoethanol. Chromatography purification was performed using an
Akta FPLC (GE Biosciences), and the fractions were analyzed by 10% SDS-PAGE.
Protein concentrations were determined either by the Edelhock method [20] or by the
Bradford protein assay [21] using a kit (Bio-Rad). A model of SHsp101 based on the
crystal structure of Thermus thermopiles ClpB (gi:38492937, PDB entry number 1QVR)
[7], which shares 50% identity with sugarcane Hsp101, was generated using 3D-
JIGSAW [22].

2.2 Spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were recorded with a JASCO model J-810 CD
spectropolarimeter equipped with a thermoelectric sample temperature controller (Peltier
system) following standard procedures [23]. Data were collected from 260 to 200 nm,
averaged at least three times, using cuvettes with a 1 mm pathlength and 2 pM protein
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in 25 mM Tris—HCI, pH 7.5, 250 mM NaCl, and 1 mM B-mercaptoethanol. Data was
analyzed with both Spectra Manager® (Jasco) and Origin® 7.5 (OriginLab). Emission
fluorescence spectra were recorded on an Aminco Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO)
fluorimeter using quartz cells with 10 mm x 10 mm optical path length. Protein
concentrations of 2 uM in the same buffer described for CD experiments were used.
Emission fluorescence spectra of tryptophan were obtained with excitation at 295 nm
(bandpass of 4 nm) and with emission from 305 to 420 nm (bandpass of 8 nm) and
analyzed either by their maxima wavelength or by their center of spectral mass (<Av) as
described by the equation below:
w=AXwe) ()
[Equation 1]

whereA; is the wavelength and F; is the fluorescence intensity at A. Spectroscopy

experiments were performed in the absence and presence of 200 pM MgATP.
2.3 Protein Extraction and Immunoblotting

Plant material (leaf tissue) from Saccharum officinarum cultivar IAC 93-3046 was
homogenized in a mortar and pestle with two volumes (w/v) of 25 mM Tris-HCI, pH 7.5,
150 mM NaCl, 0.5 mM EDTA and protease inhibitors (1 uM E64, 1 uM leupeptin, 150
nM aprotinin, 500 uM AEBSF (CALBIOCHEM®), and 1 mM phenylmethanesulfonyl
fluoride). After centrifugation at 2500g for 30 min, 15 ng of the supernatant was
separated by 10% SDS-PAGE, electrotransferred onto a nitrocellulose membrane
(Millipore), and stained with Ponceau S (Sigma-Aldrich). The membranes were blocked
for 1 h with TBS-T (Tris-buffered saline containing 0.03% Tween-20) supplemented with
1% BSA and then incubated with polyclonal sugarcane Hsp101 antiserum (anti-
SHsp101) for 2 h (1:500 dilution). After 3 washes with TBS-T, the membranes were
incubated for 1 h with the secondary antibody (anti-rabbit IgG coupled to alkaline
phosphatase, Bio-Rad) and detection was performed using an Alkaline Phosphatase
Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad). All experiments were performed at room
temperature.
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2.4 Dynamic light scattering, analytical ultracentrifugation and SEC-MALS

For the dynamic light scattering (DLS), analytical ultracentrifugation (AUC) and
size exclusion chromatography with multi-angle light scattering (SEC-MALS)
experiments, 300 to 2000 ug/ml SHsp101 was tested in 25 mM Tris-Cl, pH 7.5, 250 mM
NaCl and 1 mM Beta-mercaptoethanol in the absence or presence of 200 puM
nucleotides. SednTerp software (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm) was
used to calculate the density (p = 1.00923 g/mL) and viscosity (n = 1.0321 x 10 poise)
of the buffer and the protein partial specific volume (Vbar = 0.7384 mL/g).

Dynamic light scattering (DLS) experiments were performed using a DynaPro-
MS/X (Protein Solutions) instrument controlled by Dynamics™ v.6.2.05 software.
Samples were equilibrated at 20°C for approximately 20 min and then submitted to
approximately 300 measurements (10s each). The DLS experiments were conducted to
determine the experimental diffusion coefficient D at each protein concentration. Each
value was extrapolated to standard conditions (temperature of 20°C and in water, Dzgw).
The values of D2 were plotted versus protein concentration to determine the value of
zero by extrapolation, D%,w, which is a unique property of the macromolecule because
it should avoid interference from the solvent and high protein concentrations.

Analytical ultracentrifugation experiments were performed using a Beckman
Optima XL-A analytical ultracentrifuge using an AN-60Ti rotor at 20°C and analyzed as
described elsewhere [24-26]. Sedimentation experiments were conducted from 3000 to
16000 rpm with data acquisition at 279 nm. Sedimentation velocity analysis was
performed using the software Sedfit [27-29] to calculate the sedimentation coefficient, s.
As described above for the DLS experiments, each value of s was extrapolated to
standard conditions (temperature of 20°C and in water, sz,w). The values of sz, were
plotted versus protein concentration to determine the value of zero by extrapolation,
s%ow, Which is a unique property of the macromolecule because it should avoid
interference from the solvent and high protein concentrations. The molecular mass (M)
of a protein can be estimated from s and D by the following equation:
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SRT
M=———— [Equation 2]
D(1 - Vbarpf)

whereR is the gas constant, T is the absolute temperature and f is the frictional
coefficient.

Equilibrium sedimentation analyses involved fitting an absorbance model versus
the cell radius data using nonlinear regression. Distribution of the protein along the cell,
which was obtained in the equilibrium sedimentation experiments, was fit with the

following equation [30]:

2
C= Coe{M(1 — Vba,p)<u2(r2 —f )} [Equation 3]
2RT

where C is the protein concentration at radial position r, Cy is the protein concentration
at radial position rp and w is the centrifugal angular velocity.

Multi-angle laser light-scattering coupled with size exclusion chromatography
(SEC-MALLS) was used to analyze the distribution of the masses of purified SHsp101.
Data analyses were performed by chromatographic separation of 160 uM protein using
a 1 cm x 60 cm Superdex 200 (GE Healthcare) column at room temperature with a flow
rate of 0.5 mL/min. The experiments were performed continuously on the column eluate
as it passed through a DAWN EOS System (Wyatt Technology Corp, USA), and the
data were analyzed using the Astra software package (version 5.3.4.14).

2.5 Saturation-transfer difference (STD) and NMR analyses

PurifiedSHsp101 (120 uM) and nucleotides (81 mM ATP, 80 mM ADPand 46 mM
ATPyS) were prepared in 10 mM Tris-HCI buffer at pH 8.0 with a protein to ligand molar
ratio of 1:100. The sample contained a total volume of 600 pL and was completed with
D,O. All NMR spectra were recorded on a 500 MHz Varian INOVA spectrometer
equipped with a 5 mm Tri-Res probe operating at a hydrogen frequency of 499.89 MHz
at 298 K without sample spinning. The residual HDO signal was used as the internal
reference (set at 4.70 ppm). The 1D STD NMR experiments employed the pulse
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sequence PRESAT, Water package from Varian to suppress the residual HDO signal. A
spin-lock filter with a strength of 2 kHz and duration of 10 ms was applied to suppress
the protein background. On-resonance irradiation of the protein was performed at a
chemical shift of 0.0 ppm and the off-resonance frequency was set at 30.0 ppm where
no protein signals are present. A train of selective Gaussian-shaped pulses (50 ms) with
a power level of 32 Hz for the corresponding square shape was applied for saturation.
The number of selective pulses (n) determined the presaturation period. The standard
value was 58 pulses, leading to a total length of the saturation train of 3 s. Spectra were
subtracted internally via phase cycling after every scan to minimize artifacts arising from
temperature and magnetic field instability. The length of the spin-lock pulse was set to
40 ms. The 1D STD NMR spectra were acquired with 1024 scans and 2 s relaxation
delay, and the free induction decay (FID) was acquired over 14,402 complex data points
covering a spectral width of 12001.2 Hz. NMR spectra were multiplied by an exponential
line-broadening function of 1 Hz and zero-filled by a factor of two prior to Fourier
transformation. Spectral processing was performed on a Sun workstation using VnmrJ
software (Varian package).

The {'H, C} heteronuclear correlation (HETCOR) analysis was performed by
dissolving 5.0 mg of ATPyS in 40 uL of DO (as the control) or by dissolving 2.5 mg of
ATPyS into 20 pL of SHsp101 (stock solution: 120 pL) in 20 uL of D-O. The HETCOR
spectra were acquired with 1024 scans and 1.5 s relaxation delays, and the free
induction decay (FID) was acquired over 4096 complex data points covering a spectral
width of 26324.4 Hz. A 500 MHz Varian INOVA spectrometer equipped with a
nanoprobe was used, operating at a carbon frequency of 125.71 MHz at 298 K.

3 RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Pure and folded Sugarcane SHsp101 was produced

Members of the ring-shaped Clp/Hsp100 AAA+ family capable of reverting protein
aggregation have been identified in several organisms such as bacteria (Escherichia coli
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ClpB [11,31] and Thermus themophilus ClpB [32]) fungi (Sacharomicies cerevisiae
Hsp104 [33]) and plants (Arabidopsis thaliana [16,17]). The presence of a gene coding
for an Hsp100 protein in sugarcane was determined by sequencing and annotating
sugarcane ESTs [34]. To characterize the protein encoded by this gene, we cloned and
sequenced the entire cDNA encoding for sugarcane Hsp101, SHsp101 (Figure 1B). The
cDNA was cloned into a pET28a vector for expression as a His-tagged construct.
SHsp101 has 912 residues and a predicted molecular mass of 100.9 kDa for the
monomer (Figure 1B). This protein was named SHsp101 because it is 84% identical to
AtHsp101 from Arabidopsis thaliana (Figure S1). Due to the His-tag tail, the recombinant
monomeric construct has a predicted molecular mass of 103.1 kDa (Figure 1B). A model
for the structure of SHsp101 (Figure 1C) was prepared based on the crystal structure of
Thermus thermophilus ClpB (PDB entry number 1QVR) [7], which shares 50% identity
with sugarcane Hsp101. The middle domain (M-domain) forms a coiled coil that is
inserted between the NBD1 and NBD2 domains and points away from the body of the
chaperone, forming propeller blades in the hexameric model [5,7]. The NBD domains
bind nucleotides. The two tryptophans, whose emitted fluorescence was studied (see
below), are highlighted in red.

Approximately 50% of the expressed SHsp101 was soluble in the supernatant of
the cell lysate, as determined by densitometric quantification of the bands in Coomassie
Blue-stained SDS-PAGE gels (Figure 2). The recombinant fused protein was purified
using a HiTrap Chelating affinity column (Amershan Pharmacia Biotech) followed by a
HiLoad Superdex 200 pg 26/60 molecular exclusion column (Amershan Pharmacia
Biotech). In the first step of purification, SHsp101 was approximately 85% pure (Figure
2, lane 2; Table 1). After gel filtration, the protein was approximately 98% pure (Figure 2,
lane 3). The yield of the recombinant SHsp101 was approximately 42 mg/L of culture
(Table 1; Table 1), as measured by both the Bradford method and the absorbance at
280 nm.

The circular dichroism (CD) spectrum (Figure 3A), which had minima at 208 and
222 nm with signals of approximately -17000 and -15000 deg cm? dmol™', respectively,
indicative of an a-helical protein (Table 2), revealed that the expressed sugarcane
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Hsp101 was folded. The amount of helix predicted from the signal at 222 nm [23] was
approximately 40%, which is in good agreement with the ClpB homologs [7,35].
SHsp101 was also studied by CD in the presence and absence of both ADP and ATP.
However, the spectra in the presence of nucleotides were undistinguishable from that in
the absence of nucleotides (data not shown).

Emission fluorescence spectroscopy of Trp can be used to gain information about
the environment surrounding this residuebecause of its sensitivity to the polarity of the
environment. SHsp101 contains two Trp residues, which are both located in the second
nucleotide-binding domain (Figure 1B and C). The emitted fluorescence spectrum of the
protein under native conditions exhibited maximum intensity at approximately 351 nm
with a spectral center of mass at approximately 357 nm (Figure 3B and Table 2). Under
denaturing conditions (6M Gdm-Cl), the emitted fluorescence spectrum of SHsp101 was
of approximately three times less intense with a maximum intensity at approximately 356
nm and a center of mass at approximately 361 nm (Figure 3B). Because both Trps
contributed to the emitted spectrum, at least one Trp is at least partially buried in the
interior of the protein. As shown by CD spectroscopy, the presence of either ADP or
ATP did not cause any relevant modification in the emitted fluorescence spectrum (data

not shown).

3.2. Sugarcane Hsp101 is a hexamer that binds nucleotides

The oligomerization state is crucial for proteins from the Clp/Hsp100 AAA+ family.
Oligomerization into hexamers is essential for function and to form the characteristic
quaternary structure of a ring with an axial pore or channel [7,36-38]. To characterize the
oligomeric state of SHsp101, a series of hydrodynamic experiments were conducted.
First, analytical ultracentrifugation (AUC) sedimentation equilibrium of SHsp101 was
carried out to obtain direct information on the oligomeric state of the protein. The
molecular mass of a sedimenting particle is derived independently of the sedimentation
and diffusion coefficients and is obtained by fitting the concentration distribution of the
macromolecules at equilibrium. Figure 4A shows that the best fit for the SHsp101
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sedimentation equilibrium data was to a single species with a molecular mass of 620 *
20 kDa (Figure 4A and Table 2), which is in good agreement with an expected value of
618 kDa predicted for the hexameric species (Table 2). Values of the sedimentation
coefficient s%; w (Figure 4B, top) and diffusion coefficient D%q,w (Figure 4b, bottom) of
15.2 S and 2.4 x 107 cm?/s, respectively, were determined by extrapolation. These
results agreed well with those of syow= 16-17S for ClpB [34,38] and s=~16 S and D= 2.5
x 107 cm?s for Hsp104 [37]. The values of s%gw and D’w were used in Equation 2
(see Material and Methods) to estimate a molecular mass of 611 kDa for SHsp101
(Table 2). Multi-angle laser light-scattering in conjunction with size exclusion
chromatography (SEC-MALLS) experiments were used to determine the molecular
mass and oligomeric state of SHsp101. Figure 4C shows a plot of the calculated
molecular masses versus the elution time for the selected scattering peaks, which
correspond to the UV-monitored elution peaks. An average molecular mass of 619 + 6
kDa was obtained (Figure 4C and Table 2), confirming that SHsp101 is a single species
with the molecular mass of a hexamer. The masses measured by AUC and SEC-MALS
experiments are equal to that predicted for a hexameric species, which is in good
agreement with data obtained for other Clp/Hsp100 proteins such as E. coli [39] and T.
thermophilus [7] ClpBs and yeast Hsp104 [36,37].

The AUC experiments were also performed in the presence of both ADP and ATP
nucleotides without any measurable change in the oligomeric state of the protein. An
oligomeric state that is independent of nucleotide binding has been shown for Hsp104
[40] but not for ClpB [36]. In addition to that, because both the sedimentation (s) and
diffusion (D) coefficients are in very good agreement with those measured for other
members of Clp/Hsp100 family [35,37,39], they likely share at least some global
quaternary structure similarity. The values obtained for the hydrodynamic coefficients
and molecular masses can be used to provide insight on the shape of the protein by the
so-called Perrin or shape factor F [41]. The frictional coefficient for a rigid sphere having
an identical volume as the molecule of interest (f,) and the frictional coefficient (/) are
obtained from measurements via the Stokes equation [42]. The closer the Perrin factor
(/fy ratio) is to 1, the more spherical the protein is. Our results indicate that SHsp101
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has a Perrin factor of approximately 1.6, which is in good agreement with the values
predicted for Hsp104 [37] and CLpB [43].This analysis may have some limitations
because high flexibility and mobility are characteristics of proteins belonging to the
Clp/Hsp100 family [43].

Because ADP or ADP appear not to have measurable effects on the secondary
structure, on the environment of the Trp residues or on the oligomeric state of SHsp101,
we next investigated the interaction of the nucleotides with the protein with a saturation
transfer difference (STD) NMR experiments, which are capable of detecting weak
binding with great sensitivity [44]. The STD experiments for protein-ligand systems are
based on magnetization transfer from protein to ligands and rely upon the difference
between two experiments: on-resonance and off-resonance. The signal of the protein is
first saturated by a train of selective pulses in a range where only protein signals exist.
When a protein becomes saturated, ligands that are in exchange between bound and
free forms become saturated when bound to the protein. This mechanism happens via
spin diffusion, a process where the saturation propagates across the hydrogens in a
protein by H-H intramolecular dipolar interations. The saturation transfer to the ligands
occurs through intermolecular cross relaxation at the protein-ligand interface. Because
of the long T7 (relaxation time), these ligands remain in a saturated state when they are
free. The off-resonance experiment consists of an identical pulse train but in a range
where there are not protein or ligands signals. By subtraction of these two spectra, the
obtained spectrum contains only the hydrogen signals belonging to molecules that bind
to the protein. Resonance signals from nonbinders do not show up in the difference
spectrum. Also, the degree of saturation of the individual hydrogens of a small ligand
molecule reflects their proximity with the protein surface [45].

The STD experiments showed that nucleotides (ATP and ADP) bind to SHsp101.
The STD NMR spectra for SHsp101 with ATPyS, ATP, and ADP showed very similar
profiles (data not shown). Figure 5A shows the spectrum obtained for Hsp100/ATPyS,
which is similar to the other nucleotide interactions. The observed signals were
attributed to the following hydrogen atoms: purine H-8 and H-2 and ribose H-1'. These
experiments all allowed for group epitope mapping (GEM) with values around 100%.
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The STD NMR experiments provided evidence for the SHsp101-nucleotide interaction
with only three interacting hydrogen atoms.

To specify the interactions between the adenosine nucleotides and SHsp101, the
heteronuclear correlations between carbon and hydrogen atoms of the ligand in the
absence and presence of the chaperone were compared. The NMR HETCOR
experiments required the use of a nanoprobe due the low sample amount. Because of
the possible ATPase activity of Hsp101, only non-hydrolyzable ATPyS was monitored,
as shown on Fig.5B. All of the purine carbon atom signals, Cy5, C8, Co4, Co6 and C2,
and only C1’ and C2’ of the ribofuranose showed different chemical shifts upon binding.
The H-2 and H-8 hydrogen signals showed more pronounced chemical shift changes
(Table S1). In conclusion, SHsp100 binds to ATP, ATPyS and ADP by associating with
their adenosine and partly interacting with the ribose moieties and three hydrogens H-2,
H-8 and H-1" were most affected by binding to SHsp100. Changes in the chemical shifts
of carbons C-2’, C1’, C2, Co-4, Co-5, Co-6, and C-8 were also observed. Therefore, the
phosphate ATPyS region does not appear to interact with the protein. Because the
quaternary carbon atoms are not directly hydrogen bonded (because these carbon
atoms are bound to four other carbons or atoms), their chemical shift changes were not
observed in the HETCOR experiments. However, the 3'°C chemical shifts were
changed, as shown in Table 1 for Cy-4, Co-5 and Co-6.

ATP is very important to the function of Clp/Hsp100 proteins as the ability to
disrupt protein aggregates depends on nucleotide binding and hydrolysis [5]. Although
both nucleotide binding sites, NBD1 and NBD2, are essential for function, they appear to
play different roles. For example, NBD1 seems to be necessary for substrate binding
whereas NBD2 is not [37]. Also, an asymmetric ATPase activity between the domains
seems to be an essential feature for substrate remodeling [46]. Our results revealed that
SHsp101 binds nucleotides and the effects caused by this binding will be further
investigated.
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3.3.Sugarcane expresses Hsp101

The presence of mMRNA encoding for SHsp101 was confirmed by the EST
sugarcane genome project [34,47]. Herein, we aimed to determine if the SHsp101
protein is normally expressed in sugarcane cells. Serum against the purified
recombinant SHsp101 was used in western blotting analysis to assess the presence of
SHsp101 in sugarcane cell extracts. SDS-PAGE was loaded with recombinant SHsp101
in one lane and protein extracts from leaf tissues of sugarcane without further treatment
in another lane. After running, the gel was incubated with serum against recombinant
SHsp101 (Fig. 6). The recombinant SHsp101 was labeled as expected; additionally, a
protein with an identical molecular mass was observed in the sugarcane extract, strongly
indicating that SHsp101 is expressed in sugarcane. The aforementioned findings open
up the possibility of further investigations. For instance one should ask whether the
expression of SHsp101 is highly increased when sugarcane is under stress conditions.
Additionally, yeast Hsp104 is involved in the propagation of the prion factor under non-
stresses conditions [48] but little is known about the function of Clp/Hsp100 proteins in

plants when these organisms are not stressed.

4.Conclusions

Clp/Hsp100 AAA+ proteins are potentially key players for improving the
expression of heterologous proteins in bacterial cells and also in therapeutic strategies
against conformational diseases. Although these chaperones are important for
biotechnological and medical purposes, little is known on their mechanism of substrate
binding and remodeling and why they are absent in the cytosol of metazoan cells.
Studies of other orthologs may help to add information to what is already known about
ClpB and Hsp104. Here, one of these orthologs, sugarcane Hsp101, was characterized,
confirming that this protein belongs to the Clp/Hsp100 AAA+ family and will help provide
information on the relationship between the structure and function for these proteins.
The initial cloning and characterization of this protein reported provided basic
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information on the function of SHsp101, such as nucleotide binding and expression. This
information may help to unravel the functions of Clp/Hsp100 proteins. Further functional
studies are underway and will be published in the near future.
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Figure captions

Fig. 1: A) Schematic diagram of Hsp100 chaperone structure. Proteins from theClp/Hsp100
family are composed of an N-terminal domain, an M (middle) domain, and two tandem AAA+
domains (nucleotide-binding domains, NBD). B) Nucleotide and amino acid sequence of
sugarcane Hsp101, SHsp101. SHsp101 has 912 residues and a predicted molecular mass of
100.9 kDa for the monomer. In the nucleotide sequence, the start and stop codons are in italics.
In the amino acid sequence, the two tryptophan residues (positions 545 and 823) are underlined.
For purification purposes, a MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH tag was added to the N-terminus
(not shown). C) Model for the sugarcane Hsp101 monomer. The model is based on the
crystal structure of Thermus thermophilus ClpB (PDB entry number 1QVR) [7], which has
approximately 50% identity with sugarcane Hsp101. Secondary structure elements are shown as
in a ribbon diagram, and the two tryptophan residues are depicted as sticks in red. The model
was generated using 3D-JIGSAW [23], and the figure was made using PyMOL Viewer [49]. The
Ramachandran graph of the model indicated that 90.1% residues are found in the most favored
regions.

Fig.2. SHsp101 purification followed by SDS-PAGE.Mr, molecular mass marker (masses in
kDa on the left); lane 1, soluble fraction from bacterial lyses; lane 2, from the affinity
chromatography step; lane 3, from the gel filtration chromatography step. The arrow indicates
the purified SHsp101.

Fig. 3. Spectroscopic measurements indicate that the produced SHsp101 was folded.
Experiments were performed in a buffer containing 25 mM Tris—HCI (pH 7.5), 500 mM NaCl and
1 mM 2-B-mercaptoethanol at 25°C. A) Circular dichroism. Residual molar ellipticity [6] was
measured from 200 to 260 nm, with minima observed at 208 and 222 nm with a signal of
approximately -17000 and -15000 deg cm? dmol™', respectively, indicative of an alpha helical
protein. The amount of helix predicted from the signal at 222 nm [21] is approximately 40 %. B)
Emission fluorescence. Sugarcane Hsp101 (closed circle) and sugarcane Hsp101 in the
presence of 6 M guanidinium chloride (open circle) emitted fluorescence spectra, which were
measured with excitation at 295 nm and emission from 305 to 420 nm. A.U., arbitrary units.

Fig. 4. SHsp101 is a hexamer. Experiments were performed in a buffer containing 25 mM Tris—
HCI (pH 7.5), 500 mM NaCl and 1 mM 2-B-mercaptoethanol. A) Analytical ultracentrifugation
sedimentation equilibrium. The sedimentation equilibrium analyses were performed from 0.3
to 1 mg/mL and the best fit was determined by the randomness of the distribution of the
residuals and by minimization of the variation of the variance. The figure shows the best fit of the
experimental data at 3000 rpm at 20°C to a molecular mass of 620 + 20 kDa. Additional data
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and fitting are shown in the Supplemental Material (Fig. S2). All data agree with a molecular
mass of 620 + 20 kDa and have a variance of approximately 10°. B) Apparent sedimentation
coefficient sy w (top) and apparent diffusion coefficient D,,w (bottom) as a function of
protein concentration. The values of s%; and D%, were determined by extrapolation to be
15.2 S and 2.4 x 107 cm?s, respectively. A molecular mass of 611 kDa was calculated for
SHsp101 using these values (from Equation 2; see Materials and Methods). C) SEC-Malls. The
protein was analyzed using a MALLS detector during elution with size exclusion
chromatography, and the major peak presented a polydispersity of 1.1 £ 0.2 % and an average
molecular mass of 619 + 6 kDa.

Fig. 5. SHsp101 binds nucleotides. A)STD NMR spectrum. The STD NMR spectrum of a
sample containing ATPyS (1 mM) and SHsp101 (10 uM) showed three interacting hydrogen
atoms and that the signals for H-1", H-2 and H-8 were ~100% saturated. The ligand-interacting
hydrogen atoms of the ATPyS ribbon structure are shown in white. The same was observed in
other two cases (SHsp101 with ATP or ADP). B)JHETCOR NMR spectra: a) ATPyS free and b)
ATPyS in the presence of SHsp101. The ATPYS signals, which are correlations {'*C,'H} that
changed when in contact with the protein (SHsp101), are circled.

Fig. 6.SHsp101 is expressed in sugarcane. SHsp101 was detected in sugarcane exiracts
(leaf) by immunoblotting. Lane 1: purified recombinant sugarcane SHsp101 (35 ng). Lane 2:
buffer alone, control. Lane 3: protein extract (15 pg) from sugarcane leaf. The proteins were
subjected to SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane. The blot was probed with
an antiserum (1:500) anti-recombinant SHsp101, and the immunological complex was detected
with AP-conjugated anti-rabbit IgG (BioRad).

Table list

Table 1.Purification summary of SHsp101 per 1 L of culture.

Purification Step Total protein®® SHsp101® Yield Purity
(mg) (mg) (%) (%)

Soluble lysate 280 143 100 51

Affinity chromatography 113 96 67 85

Size exclusion

chromatography 43 42 29 98

Errors are less than 4%. 23 g of cells from 1 L of culture were lysed by sonication. "SHsp101
concentration was determined by the absorbance at 280 nm, and the total protein concentration
was measured with the Bradford protein assay (see Material and Methods).
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Table 2.SHsp101 biophysical parameters.

Circular dichroism at: -208 nm

-222 nm

-17000 deg cm? dmol”
-15000 deg cm? dmol

Emitted Trp fluorescence spectrum: -maximum intensity

-center of mass

351 nm
357 nm

Sedimentation coefficient (s,) from analytical ultracentrifugation

sedimentation velocity

156.2 S

Diffusion coefficient (D%q.) from dynamic light scattering

2.4 x10"cm?/s

Molecular mass based on: -Amino acid content for a hexamer
-AUC equilibrium sedimentation
-s%0.w and D%, using equation 2
-SEC-MALLS

618.6 kDa
616 kDa
611 kDa
619 kDa

Errors are 4 % or less (see text). SOZOM, and D(’go,w were measured by AUC velocity sedimentation and

DLS, respectively
Figure 1A.

N-domain |  NBD1

Figure 1B.

NBD2

Figure 1C.
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Fig. S1: Sequence alignment of sugarcane Hsp101

Hsp101(AT_Hsp101) (gi:18410584). Proteins are 84 % identical.
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Fig. S2. Analytical ultracentrifugation sedimentation equilibrium. The sedimentation
equilibrium analyses were performed from 0.3 to 1 mg/mL and the best fit was determined by the
randomness of the distribution of the residuals and by minimization of the variation of the
variance. All data agree with a molecular mass of 616 = 21 kDa and have variance from 0.73 x
10°t0 1.01 x 10°.
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Table S1: Chemicals shifts for correlated carbon and hydrogen atoms of ATPyS in the absence
and in the presence of Hsp100.

HETCOR: ATPyS HETCOR: ATPyS + Hsp100
Carbon (ppm) | Hydrogen (ppm) Carbon (ppm) | Hydrogen (ppm)
CHp-Tris 8.1 1.0 8.2 1.1
2CH,-Tris 46.4 2.9 46.6 3.0
co-Tris |- |- 60.4 3.5
C-5 65.0 4.1 65.1 4.1
C-4 70.1 4.2 70.2 4.2
C-3 74.2 4.4 74.2 4.4
C-2 83.6 4.6 83.8 4.5
C-1 86.6 5.9 86.7 5.9
CO0-5 1180 |- 1183 |-
C-8 139.6 8.2 139.8 8.0
Co-4 1486 |- 1488 |-
C0-6 1550 |- 1554 |-
C-2 152.4 7.8 152.6 8.3

68




Capitulo Hspl00 - Parte Il

PARTEII

3.3 A Hsp101l de cana-de-agicar e sua atividade ATPasica e de
termotolerancia

Nesta parte do trabalho foi realizada a caracterizagéo da atividade ATPasica da
SHsp101, uma vez que a capacidade de hidrolise do ATP por esta subclasse de
chaperonas vem sendo extensivamente estudada para a compreensao do ciclo de
atividade destas proteinas, principalmente no que se refere a sua relacdo com a
atividade de desagregacdo, um mecanismo extremamente importante e que ainda néao
esta bem elucidado. Neste contexto, também foi analisada a capacidade de
desagregacao da SHsp101 na presenca e na auséncia de nucleotideos. Nao existe, até
o momento, relatos na literatura da caracterizacdo das atividades, ATPasica e de
desagregacao in vitro para Hsp100/ClpB de plantas. Desta forma, a caracterizacédo da
SHsp101 deve contribuir para o entendimento da funcdo desempenhada por esta
subclasse de proteinas em organismos eucariotos superiores. Além disso, o fato de
plantas serem organismos sésseis e terem a necessidade de se adaptar a condicoes
adversas do meio ambiente, deve resultar em caracteristicas intrinsicas de
Hsp100/ClpB. Por fim, foi avaliado a capacidade da SHsp101 de termotolerancia

através de testes in vivo de complementacédo em levedura.
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3.3.1 Resultados

3.3.1.1 Atividade ATPasica da SHsp101

Inicialmente foi avaliada a capacidade de hidrolise do ATP pela SHsp101 através
da quantificacéo de fosfato inorganico (Pi) produzido ao longo do tempo de incubacao a
37°C, na presencga de 1,6 ug (0,6 uM) de proteina (Figura 7). Durante os primeiros 30
minutos, a velocidade da reacdo aumenta rapidamente, indicando a formacao do
produto. Apoés 1h de reagdo a atividade da enzima tem sua velocidade estabilizada,

sem aumentos significativos até 3 h.

12

10F +/

6k /ﬁ 10,02
4k

of I/ 40,00

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

_— * 40,04

nmol Pi
(l_u!w l_Bri Id [owu)

Tempo (minutos)

Figura 7: Cinética da atividade ATPasica da SHsp101.
A reacao foi realizada na presenca de 5 mM de ATP e 0,6 uM de SHsp101, a 37°C. A formagéao
de fosfato inorganico foi mensurada pelo método de Verde Malaquita (materiais € métodos).

O efeito de diferentes nucleotideos também foi testado para caracterizar a
atividade ATPésica da SHsp101. Os nucleotideos ADP e AMP nao foram hidrolisados
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pela SHsp101, corroborando dados obtidos anteriormente para Hsp104 e ClpB
(Schimer et al 1998; Woo et al 1992).

3.3.1.1.2 Influéncia de outros agentes na atividade ATPasica da SHsp101

Uma vez que a Hsp104 de levedura promove sobrevivéncia apds exposicao a
estresses extremos como altas temperaturas ou altas concentragbes de etanol, e a
fungcdo de ambos os dominios de ligagdo ao nucleotideo sédo requeridas para a
tolerancia ao estresse (Parsellet al., 1991), foi analisado como a temperatura e o etanol
poderiam afetar a atividade ATPasica da SHsp101 (Figuras 8 e 9A). Além disso, foi
testado o efeito do agente desnaturante cloreto de guanidina (GdnCl) na atividade
ATPasica da SHsp101 (Figura 9B), uma vez que tem sido reportado que GnHCI reduz a
atividade ATPasica de Hsp104 e promove/estabiliza sua oligomerizacao, e que estes
efeitos devem estar relacionados com o processo de desagregacéao e de cura de prions
pela Hsp104 e ClpB (Novicki et al., 2012). A atividade ATPasica da SHsp101 aumentou
com incrementos de temperatura, até atingir um maximo de atividade, a 55°C, decaindo
em seguida (Figura 8). O etanol inibiu a atividade ATPase da SHsp101 em todas as
concentracdes testadas, eliminando completamente a atividade quando na
concentragdo de 20% (Figura 9A).0O sal caotrépico e agente desnaturante GdnCl inibiu
a atividade ATPasica da SHsp101 em até 30% na baixa concentracdo de 8 mM (Figura
9B). Nowicki e colaboradores (2012) mostraram que Hsp104 apresentou uma reducgao
de 7X em sua atividade ATPésica. Ja a atividade ATPasica da ClpB de bactéria é
ativada pelo GdnClI (Nowicki et al., 2012).
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Figura 8: Efeito da temperatura na atividade ATPase da SHsp101.

A reacao foi realizada na presenca de 2 mM de ATP e 0,6 uM de SHsp101. A formacao de
fosfato inorganico foi determinada apds 180 minutos de reagdo. (foi considerado 100% a
atividade em 55°C, correspondendo a 0,04 nmol Pi ug”' min™)
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Figura 9: Efeito do etanol e do cloreto de guanidina na atividade ATPasica da SHsp101.

A reacao foi realizada na presenca de 0,6 yM de SHsp101 e 4 mM de ATP. A formagéo de
fosfato inorganico foi determinada apds 180 minutos de reagdo a 37°C. Os graficos A e B
representam a porcentagem de atividade em relagdo aos controles com auséncia de etanol e
cIorc?to de guanidina, respectivamente (100%, correspondendo a 0,023 nmol de Pi formado pg”
min™).
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3.3.1.1.3 Influéncia da concentra¢do de ATP na atividade da SHsp101

Uma andlise inicial da influéncia da concentragdo de ATP na atividade da
SHsp101 mostrou que a enzima nao apresenta perfil de cinética de Michaelis-Menten,
uma vez que a curva de atividade versus concentragdo de substrato ndo se comporta
como uma hipérbole (Figura 10). Além disso, SHsp101 teve sua atividade hidrolitica
inibida em altas concentragées de ATP, sugerindo uma possivel inibicdo pelo produto

e/ou pelo substrato.
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Figura 10: Atividade ATPasica da SHsp101 dependente de concentracao de ATP.

A reacao foi realizada na presenca de concentracdes crescentes de ATP e 0,6 uM de SHsp101
a 37°C. A formacao de fosfato inorganico apdés 180 minutos de reacdo foi mensurada pelo
método de Verde Malaquita (materiais € métodos).

3.3.1.1.4 Inibicao pelo ADP

A forte inibicdo da atividade ATPa&sica por ADP foi reportada para Hsp104
(Schirmer et al 1998) e ClpB (Woo et al 1992). Para avaliar se o ADP seria capaz de
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inibir a atividade ATPéasica de SHsp101, os valores de hidrolise do ATP foram
determinados na presenca de 5 mM inicial de substrato e concentragcdes crescentes de
ADP. A Figura 11 mostra que ha inibicao de 50% da atividade ATPasica da SHsp101 na
presenca de 0,25 mM de ADP, e 100% de inibicado com 1 mM de ADP, valores
semelhantes aos encontrados para a proteina relacionada ClpC de cianobactéria
(Andersson et al 2006), enquanto que para Hsp104 ocorre inibicao de 85% na presenca
de uma concentragdao maior de ADP, a 5 mM (Schimer et al 1998).

A capacidade de inibicao por AMP também foi testada. O AMP a 5 mM néo inibiu
a atividade ATPasica da SHsp101 (resultados ndo mostrados). Comparativamente,
AMP a 5 mM inibiu apenas 10% da atividade ATPasica de Hsp104 de levedura
(Schimer et al 1998).

100
;\? 80k
s
= 60f
S
&
o 40
o
©
S
S 20F
b
o} " —n
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
ADP (mM)

Figura 11: Inibicao da atividade ATPasica da SHsp101 por ADP.

A atividade de hidrélise do ATP a 5 mM inicial, foi realizada na presenca de concentracbes
crescentes de ADP e 0,6 uM de SHsp101 incubados a 37°C durante 180 minutos. O grafico
representa a porcentagem de atividade na auséncia de ADP (100%, correspondendo a 0,05
nmol Pi min™ ug™).
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Com os resultados obtidos pela dependéncia da concentracdo de ATP na
atividade ATPasica da SHsp101 (Figura 10), foi possivel calcular o numero de
moléculas de Pi liberadas ap6s a hidrélise do ATP pela SHsp101, e consequentemente,
a quantidade de ADP geradas (uma vez que a SHsp101 n&o utiliza ADP como substrato
(item 3.3.1.1). Quando incubada a 37°C durante 180 minutos com 6,5 mM de ATP
inicial, a SHsp101 foi capaz gerar 15 nmol de Pi ou ADP. O aumento da concentragéao
de ATP para 7,5 mM inicial, ocasionou uma queda de 70% da atividade ATPasica da
SHsp101. Para ocorrerer uma inibicdo por ADP desta proporcado seria necessaria a
presenca de cerca de 0,4 mM de ADP (Figura 11), indicando que o perfil de hidrélise de
ATP observado na Figura 10 aparentemente nao sofreu influéncia apenas da inibicao
pelo ADP gerado, mas também pelo aumento na concentragdo de ATP.

Com a finalidade de evitar o problema de inibicao da SHsp101 por acumulo de
ADP e manter as concentragcdes de ATP em niveis constantes, sendo possivel desta
maneira avaliar com maior seguranca o efeito de inibicdo observado na Figura 10,
foram feitas reacbes na presenca de um sistema regenerador de ATP dependente de
PEP e PK (ver materiais e métodos). A Figura 12 mostra que de fato a SHsp101 néo
apresenta cinética michaeliana, e em concentracdes de até 3 mM de ATP o perfil de
hidrélise em funcao do substrato se comporta como uma curva sigméide. A SHsp101
teve sua atividade ATPasica inibida, agora a partir de 3,5 mM de ATP, que deve ser
considerada como a concentragéo real de ATP no experimento, e ndo a concentragao
inicial como na reagcdo sem sistema regenerador de ATP (Figura 10). Este resultado
indica que altas concentracoes de ATP, além da presenca de ADP, regulam a atividade
ATPasica da SHsp101, uma vez que com sistema regenerador ndao ha acumulo de
ADP.
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Figura 12: Atividade ATPasica da SHsp101 dependente de concentracao de ATP na
presenca de sistema regenerador de ATP.

A reacao foi realizada na presencga de sistema regenerador de ATP (contendo PEP e PK) e 0,6
MM de SHsp101(materiais e métodos). A formacao de fosfato inorganico foi medida apés 180
minutos de reacao a 37°C.

Os valores de hidrolise de até 3 mM de ATP (Figura 13, a seguir) foram utilizados
para obtencdo das constantes apresentadas na Tabela 6, utilizando a equacao de Hill
para catalise enzimatica cooperativa, com auxilio do programa OriginPro versdo 8.0

(materiais e métodos).
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Figura 13: Cinética de hidrdlise de ATP pela SHsp101.

A reacdo foi realizada na presenca de sistema regenerador de ATP (contendo PEP e PK) e 0,6
MM de SHsp101(materiais e métodos). A formacao de fosfato inorganico foi medida apés 180
minutos de reacdo a 37°C. Os valores foram fitados pela equacéo de Hill utilizando o programa

OriginPro versao 8.0.

Tabela 6: Constantes enzimaticas derivadas da equacao de Hill.

Um coeficiente de Hill h=1 reduz a equacdo a de Michaelis-Menten; h<1 significa
cooperatividade negativa, e h>1 significa cooperatividade positiva (Segel, 1993). K'y: é a
concentracao de substrato para a qual a enzima estd semi-saturada e em que a velocidade é
metade de Vmax.

Proteina K'm Vimax Coeficiente de
Hill h
(mM) (nmol pg™ min™)
SHsp101 1,13 0,44 3,8
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3.3.1.2 Ensaio de protecdo contra agregagdo da luciferase desnaturada termicamente

Com a finalidade de verificar a atividade de SHsp101 de protecdo contra
agregacao protéica induzida por choque térmico, a proteina luciferase foi utilizada como
modelo de substrato proteico em ensaio de espalhamento de luz (Figura 14). Quando
aquecida a 42°C, a proteina luciferase forma agregados insoluveis que podem ser
detectados por espalhamento luz a 320 nm. Como pode ser observado na Fgura 12, a
proteina SHsp101 foi eficiente em inibir a agregacao da luciferase induzida por choque
térmico in vitro, quando presente na propor¢cdo molar 2:1 (SHsp101 a 1 uM, Luciferase
a 0,5 uM). A adicdo de BSA, empregada como controle ao invés de SHsp101, néo
alterou o perfil de agregacdo da luciferase e, sozinha, ndo apresenta aumento de
espalhamento de luz (resultados ndo mostrados).

® Luc
O Luc+ SHsp101 (adicionada no inicio) %*
L O Luc+SHsp101 (adicionada depois) §§§§+

w (3}
L

i N
—{ @
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Tempo (segundos)

Figura 14: Atividade chaperona de SHsp101 na protecao contra agregacao da luciferase
desnaturada por choque térmico a 42°C.

A proteina luciferase (Luc; 0,5 uM, tampao Tris—HCI 25mM pH 7,4, NaCl 250mM) foi submetida
a agregacao a 42°C na auséncia (circulo fechado) ou na presenga de SHsp101 a 1 uM,
adicionada no inicio da reacao e antes da agregacao da luciferase (circulo aberto), ou apés 900
segundos de agregacao da luciferase (quadrado aberto), conforme indicado pelas flechas. O
espalhamento de luz foi mensurado a 320 nm.
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3.3.1.3 Ensaio de reativagdo da GFP desnaturada térmicamente

No intuito de avaliar a atividade de desagregacdo e resolubilizacao pela
SHsp101, foram realizados testes com a proteina GFPuv desnaturada por temperatura
a 85°C. A proteina GFPuv foi utilizada nos ensaios por possuir grupo cromoforo
enterrado em sua estrutura nativa, capaz de emitir fluorescéncia quando excitado com
luz ultravioleta. Desta maneira, em condicbes de inativacdo da GFPuv, a fluorescéncia
nao é detectada. A fluorescéncia da GFPuv nativa detectada a 510 nm foi utilizada
como controle positivo para o calculo dos valores de reativacao.

Conforme esperado, a GFPuv desnaturada apresentou diminuicdo de
fluorescéncia apds desnaturagcdo, em relagdo a proteina nativa (resultado néao
mostrado). Foi observado um aumento de aproximadamente 5 vezes na intensidade da
fluorescéncia da GFPuv desnaturada (correspondendo a 3% da fluorescéncia da
proteina nativa), apos incubacao de até 3 horas em tampé&o contendo SHsp101 e a
mistura de ATP e ATP,S na proporcao de 2:2 mM. Uma proporcédo 3:1 mM de ATP e
ATP,;S também foi testada, e ndo houve diferenca em relacdo a atividade na presenca
da proporgdao 2:2 mM, apresentada na Figura 15. A incubacdo com SHsp101 sem
nucleotideos e na presenca de ATP ou ATP,S separadamente (4 mM), ndo promoveu

aumento da fluorescéncia da GFPuv desnaturada.
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Figura 15: Reativacao da GFP pela SHsp101

GFPuv foi inativada termicamente a 85°C (GPFd). A reagéo de reativagao foi conduzida a 25°C,
na auséncia ou na presenca de 4 mM total de nucleotideos e 0,5 uM de SHsp101 ou BSA. A
fluorescéncia da GFPuv nativa, agregada, ou reativada foi mensurada com excitagao a 395nm e
emissdo em 510 nm. (U.A, unidades arbitrarias).

Uma vez que foi observada uma maior atividade ATPasica da SHsp101 a 55°C
(Figura 8), este ensaio também foi conduzido nesta temperatura. Contudo, nesta
condicao de ensaio foi observado o mesmo resultado apresentado na Figura 15 (dados
nao apresentados), mostrando que é funcional também a 55°C.

3.3.1.4 Termotolerdncia de levedura expressando SHsp101

Para determinar se SHsp101 era capaz de restaurar a fungéo de termotolerancia
em levedura mutante nulo para o gene homodlogo hsp104, cepas expressando
SHsp101, ou Hsp104 utilizada como controle positivo (materiais € métodos, Tabela 3),

foram comparadas em anélise de complementacdo. Em andlise qualitativa (Figura 16)
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pode-se observar que as cepas expressando Hsp104 ou SHsp101 sob indugdo de
galactose apresentaram termotolerdncia em niveis até superiores que células
selvagens. A SHsp101 promoveu um nivel consideravel de termotolerancia. A
contagem das células sobreviventes mostrou que cepas Ahsp7104 expressando
SHsp101 submetidas ao choque de 53°C por 20 minutos, apresentaram um aumento
de 80 vezes o numero de sobreviventes em relacdo as cepas Ahsp104 que nao
expressam SHsp101 (Ahsp104 + Vetor) (dados nao mostrados). Em cepas Ahsp104
expressando SHsp101 submetidas ao choque de 53°C, a taxa de sobrevivéncia foi de
34% em relacao as cepas correspondentes nao submetidas ao choque de 53°C (placas
controle); ja as cepas Ahsp104 expressando Hsp104 submetidas ao mesmo tratamento

apresentaram 77% de sobrevivéncia (Figura 17).

WT Ahsp104
i
— < a
2 A &
Sem CJ;‘ 101
Choque
Térmico
102
10t
20 mina
53 c 10-2
Pré-tratamento a 37°C

Figura 16: Expressao de SHsp101 complementa fenétipo de termotolerancia em levedura
nocaute hsp104.

Cepas Ahsp104 foram transformadas com plasmideo de regulacao por galactose, contendo a
sequéncia para expressao de SHsp101, Hsp104, ou o Vetor vazio. As cepas foram submetidas
ao pré-tratamento de 37°C durante 40 minutos, e espotadas no meio sélido como controle (Sem
Choque Térmico) ou submetidas ao choque de 53°C por 20 minutos. As diluigbes das células,
indicadas na figura, foram espotadas (2,5 pL) em placas de meio SD+Ura e crescidas durante 3
dias a 30°C.
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Figura 17: Sobrevivéncia ao choque de 53°C por 20 minutos.

Trés cepas Ahsp104 transformadas independentemente para cada plasmideo (Hsp104,
SHsp101 ou Vetor pRS316GU vazio, indicados na figura) foram crescidas como descrito na
Figura 16. A média de sobrevivéncia e os desvios padrdes foram expressos em porcentagem
de sobrévivencia obtidas em culturas que receberam o pré-tratamento a 37°C mas nao foram
expostos a 53°C (100%). Gréfico de escala logaritmica.

3.3.1.5 Alinhamento das sequéncias das proteinas Hsp100/CIpB

Com a finalidade de auxiliar na andlise das diferentes atividades comparadas
neste trabalho (discutidas no item 3.4.2) foi realizado um alinhamento das sequéncias
de aminoacidos da SHsp101 de cana-de-acucar e das isoformas citoplasmaticas de A.
thaliana, S. cerovisiae, e de E. coli, conforme ilustrado na Figura 18.
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Figura 18: Alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas Hsp100/ClpB.

O alinhamento foi gerado pelo programa ClustalW (Thompson et al., 1994). (*) indica
aminoacidos idénticos em todas as proteinas comparadas (destacados em vermelho com fundo
amarelo); (:) indica uma substituicdo conservada (destacados com fundo azul); (e) indica
substituicdo semi-conservada; (-) indica espagos criados pelo programa a fim de fornecer o
melhor alinhamento entre as sequéncias. Os dominios estdo divididos por barras coloridas e
identificadas acima das sequéncias, e os residuos conhecidamente envolvidos com a ligacdo e
hidrélise de nucleotideos estdo marcados dentro de quadros. A organizacdo dos dominios e a
localizagdo das sequéncias dos motivos das proteinas Hsp100/ClpB foram preditas por
comparagao com a estrutura resolvida de ClpA (Guo et al., 2002) e ClpB (Lee et al., 2003).
ARATH: Arabidopsis thaliana (namero de acesso no GenBank P42730); SACSP: Sachharum
spp. (JN106048); ECOLI: Escherichia coli (P63284); YEAST: Saccharomyces cerevisiae
(P31539).
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3.4 Discussao

3.4.1 Parte I: A Hsp101 de cana-de-aguicar é uma proteina hexamérica que liga
nucleotideos

A proteina de cana-de-acucar Hsp100 foi denominada SHsp101 por ter sido
obtida a partir de biblioteca de cDNA de cultivares hibridos Saccharum officinarum e
Saccharum spontaneum (Vettore et al., 2001) e por possuir uma massa molecular
predita de 100,9 kDa, baseado em sua estrutura primaria. Os dominios que
caracterizam a classe | - subclasse ClpB, estdo presentes na SHsp101 nas seguintes
posicoes de aminoacidos: N-terminal (1-162); dominio de ligacdo ao nucleotideo 1
(NBD1) (162-341), “pequeno dominio D1” contendo o dominio intermediario MD (341-
555); dominio de ligagcdo ao nucleotideo 2 (NBD2) (555-766); “pequeno dominio D2”
(766-860); e o dominio C-terminal (860-912) ausente em procariotos. Os dominios
podem ser observados no modelo tridimensional proteina SHsp101, baseado em
modelagem comparativa. O modelo gerado a partir da sequéncia de aminoacidos da
SHsp101 e da estrutura cristalografica da proteina homéloga TCIpB (T. thermophilus)
(PDB: 1QVR) que possui uma resolucdo de 3 A, apresentou boa qualidade em termos
de angulos torcionais e distancias entre atomos, resultando em 90,1% dos residuos em
regides favorecidas.

A SHsp101 apresentou estrutura secundaria similar as homdlogas ja estudadas
(Barnett et al., 2000; Lee et al., 2003) e a presenca dos nucleotideos ATP e ADP
(proporcao molar de proteina em relagdo ao nucleotideo 1:100) ndo alterou o espectro
de dicroismo circular (resultados nao apresentados).

A analise dos espectros de fluorescéncia dos dois residuos de Trp da SHsp101
revelou um maximo de intensidade de emissdao em 351nm e um centro de massa
espectral em 357 nm, valores muito préximo aos verificados para triptofanos livres em
solucdo quando na presenca de cloreto de guanidina 6M, 356 nm e 361nm,
respectivamente, sugerindo que pelo menos parte destes residuos estdo em um
ambiente apolar, no interior da proteina enovelada.

A massa molecular e o estado oligomérico da SHsp101 foram analisados por

meio de experimentos de sedimentacdo em equilibrio (SE) e gel filtracao acoplada a
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espalhamento de luz em multi-dngulos (SEC-MALS). Em ambos os experimentos a
SHsp101 foi encontrada como uma unica espécie de massa molecular estimada em
620 + 20 kDa e 619 + 6 kDa, respectivamente, que esta de acordo com a massa
molecular (MM) teérica predita de 618 kDa para o hexamero da proteina. As massas
mensuradas por SE e SEC-MALS corroboram os dados obtidos para as proteinas da
familia ClpB/Hsp100 observados em E. coli (Zolkiewski et al., 1999), T. thermophilus
(Lee et al., 2003, Lee et al., 2004) e S. cerevisae (Bosl et al., 2005).

A presenca dos nucleotideos ADP e ATP ndao promoveram mudancgas no estado
oligomérico da SHsp101, conforme mensurado por experimentos de SE e de velocidade
de sedimentacao (VS). Uma independéncia da ligacdo de nucleotideos no estado de
oligomerizacao foi demonstrada para Hsp104 (Parsell et al., 1994a), mas nao pra ClpB
(Lee et al., 2004; Akoev et al., 2004).

Os valores obtidos pelas analises hidrodinamicas foram utilizados para calcular o
fator de Perrin, que é informativo sobre a forma das moléculas. O fator de Perrin é a
razao do coeficiente friccional medido (f) pelo coeficiente friccional para uma esfera
hipotética (fo), cujo raio hipotético é calculado a partir da massa molecular. Nesse
sentido, o fator de Perrin (f/fo) fornece informacao sobre a forma da molécula: quanto
mais proximo de 1, mais esférica ou globular. O f/f, calculado para a SHsp101 foi de
1,6, corroborando os valores preditos para Hsp104 (Bdsl et al., 2005) e ClpB
(Zietkiewicz et al., 2010).

Ensaios de imunodeteccdo foram realizados com a utilizagdo de anticorpo
policlonal especifico para SHsp101, produzido neste trabalho, com a finalidade de
identificar a presenca da proteina SHsp101 no organismo de origem, a cana-de-acucar.
Foi detectada por “immunoblotting”, em tecido foliar, uma banda definida, com massa
molecular aparente esperada para o mondémero de 100 kDa, indicando a expressao da
SHsp101 sob condigdes controladas de crescimento da cana-de-acucar (sem inducao
de estresse). Antes deste trabalho, a Unica informacao sobre a expressao de Hsp100
de cana-de-acgucar era proveniente de banco de dados de ESTs, onde havia sido
verificado baixos niveis de expressdo de fragmentos de cDNA hipoteticamente
codificantes de Hsp100 (Borges et al., 2007). A transcricido/expressdo de proteinas
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Hsp100 de plantas tem sido observada principalmente em condicbes de estresse
térmico, somente em alguns casos observou-se expressao constitutiva nos estagios
iniciais de desenvolvimento vegetal (revisado em Singh e Grover, 2010). Analises de
niveis de transcritos mostraram que, sob condi¢des ideais de crescimento, o RNAm de
Hsp100 citoplasmatica de Arabidopsis e de milho é quase indetectavel (Hong e Vierling,
2001; Nieto-Sotelo et al., 2002).

3.4.2 Parte II: A Hsp101 de cana-de-agucar e sua atividade ATPasica e de
termotolerancia

A SHsp101 apresentou atividade ATPasica, ndo sendo capaz de hidrolisar outros
nucleosideos di e tri-fosfatados (ADP e AMP (item 3.3.1.1). Schimer e colaboradores
(1998) e Woo e colaboradores (1992) observaram esta mesma caracteristica para
Hsp104 e ClpB. SHsp101 apresentou baixa atividade em temperatura ambiente, sendo
aumentada com a elevacdo da temperatura: a cada 10°C, a atividade especifica
praticamente duplicou até 55°C, onde a SHsp101 apresentou maxima atividade nas
condi¢cbes do ensaio. Alta atividade ATPasica em temperaturas elevadas também foi
observadas para ClpC e ClpD de A. thaliana (55°C e 42°C, Rosano et al., 2011). Em
leveduras, a Hsp104 esta relacionada com a capacidade de auxiliar na promocéao de
termotolerancia do organismo e apresenta atividade 6tima a 43°C (Schirmer et al 1998).
Da mesma forma, SHsp101 de cana-de-agucar apresentou atividade de termotolerancia
in vivo em alta temperatura (53°C), conforme discutido adiante.

Em leveduras, o etanol, assim como a temperatura, sdo importantes para a
termotolerancia (Sanchez et al., 1992; Parsell et al., 1991). Em organismos vegetais,
porém, ainda € desconhecido o efeito do acumulo de etanol. Neste trabalho mostramos
que a atividade ATPasica de SHsp101 é fortemente inibida a partir de 5% de etanol,
apresentando atividade inversamente proporcional a concentracao de alcool no meio
reacional. Contudo, a SHsp101 apresentou uma maior resisténcia ao etanol quando
comparada a Hsp104 (Schirmer et al., 1998): a Hsp104 de levedura teve 75% de sua
atividade inibida na presenca de 10% de etanol, enquanto que a SHsp101 apresentou a
mesma inibicao na presenca de concentragdes proximas a 20% de etanol. Outro agente
que afeta a atividade ATPasica de SHsp101, mesmo em concentracbes muito baixas (2
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mM) € o desnaturante cloreto de guanidina GdnCl. Este efeito também foi observado
para Hsp104, enquanto que ClpB é estimulada por GdnCl (Grimmingeret al., 2004;
Nowicki et al., 2012). Grimminger e colaboradores (2004) haviam demonstrado que a
guanidina seletivamente se liga ao sitio de ligagdo ao nucleotideo no hexamero da
Hsp104 e aumenta a afinidade da chaperona por ATP, promovendo ou estabilizando
sua oligomerizacado, mas levando a inibi¢cdo da atividade ATPésica que nao foi causada,
portanto, pela desnaturagdo da proteina na presenca de GdnCl. Também ja foi
demonstrado que a presenca de GdnCl em meio de cultura de células de levedura leva
a perda de propagacéao de prions, um fenébmeno denominado cura de prions (Tuite et al
1981). Ha indicativos de que GdnCl ndo afeta as proteinas do prion, mas a Hsp104,
blogueando a atividade de desagregacdao da Hsp104 in vivo e reduzindo a
termotolerancia de leveduras. Além disso, células de levedura tratadas com GdnCl e
células deficientes em Hsp104 apresentam o mesmo fenotipo em relagdo a propagacao
de prions (Ferreira et al 2001; Jung e Masison 2001), reforcando a importancia de se
compreender a agao deste agente na atividade da Hsp100/ClpB.

A SHsp101 apresentou atividade ATPasica com cinética diferente da
classicamente descrita por Michaelis-Menten, mas com cooperatividade, assim como
descrito para Hsp104 (Franzmann et al., 2011) e ClpB (Mogk et al 2003a). A homéloga
Hsp104 selvagem e a proteina mutante Hsp104 E285Q de levedura apresentam
coeficiente de Hill = 1,2 e Hill = 3, respectivamente (Schaupp et al., 2007). O coeficiente
de Hill & um valor empirico, onde h = 1 reduz a equacéao a de Michaelis-Menten, uma
vez que cinéticas que apresentam perfil de hipérbole nao possuem expoente sigmoide,
ja coeficientes de Hill diferentes de 1 indicam que a enzima apresenta cooperatividade
(Hill, 1910; Segel,1993). Um indice de cooperatividade, R, pode ser definido como
sendo a razao entre: a concentracao de substrato na qual a velocidade é 90% de Vmax,
e a concentracdo de substrato que apresenta uma velocidade de 10% de Vmax
(Koshland et al., 1966). Este indice tem uma relacao direta com o exponente da
equacao de Hill, e portanto uma enzima que apresenta R = 81 segue a cinética
michaeliana, ja enzimas com indice R < 81, como € o caso da SHsp101, apresentam
cooperatividade positiva. Nexte contexto, € sugerido um alto grau de acoplamento entre
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os dominios NBD1 e NBD2 da SHsp101, havendo uma transicao entre um estado de
baixa afinidade que existe em condi¢cdes de baixa concentracao de substrato, e um
estado de alta afinidade em concentracdo maiores de substrato, até a saturacéo.

A SHsp101 teve a atividade ATPasica inibida por ADP. De fato a SHsp101
interage com ADP, conforme observado nos experimentos de STD-NMR (parte | deste
capitulo), mas nao o hidrolisa (item 3.3.1.1), sugerindo que a SHsp101 funciona como
uma maquina molecular regulada negativamente possivelmente para evitar desperdicio
de ATP. A inibigdo total da atividade ATPasica da SHsp101 ocorreu com 1 mM de ADP,
enquanto que para Hsp104 ocorre inibicdo de 85% na presenga de uma concentracao
5x maior de ADP (Schimer et al., 1998).

A andlise da influéncia de concentracdes de ATP na atividade ATPasica da
SHsp101 realizada na presencga de sistema regenerador de ATP, revelou que mesmo
em condicbes onde ndo ha acumulo de ADP ocorre a inibicdo drastica em altas
concentracdoes de ATP.Efeito similar de inibicao por concentracées de ATP acima de 2
mM foi observado apenas em mutantes do dominio NBD1 (K212T e K212E) de ClpB de
E.coli (Kim et al., 1998). Esta caracteristica pode estar relacionada com uma possivel
desoligomerizagao da enzima em altas concentracdes de ATP (Kim et al.,2000; Barnett
et al., 2002), um fenbmeno que podera ser explorado em analises espectroscopicas que
gerem informagdes a cerca da estrutura terciaria e quartenaria da SHsp101.

Os parametros cinéticos de afinidade por ATP e atividade especifica da SHsp101
(K'm= 1,15 mM e Vma = 0,44 nmol pg ' min™) foram consideravelmente semelhantes
aos obtidos para CIpB de E. coli que apresenta Ky= 1,1 mM e Vs = 0,8 nmol pg™”" min™
(Woo et al., 1992) e para a sub-classe ClpC2 de A. thaliana que apresenta Ky = 1,42
MM e Vimax = 0,62 nmol pg™' min” (Rosano et al., 2011) cuja identidade com SHsp101 é
de 47%. Contudo, os parametros foram diferentes para Hsp104 de levedura que
apresenta menor afinidade Ky = 5 mM, e maior velocidade maxima Vmax = 2 nmol g™
min™' (Schirmer et al., 1998).

Neste trabalho foi demonstrado que SHsp101 apresenta uma atividade
chaperona de protecdo de substrato contra inativacdo térmica e agregacao.
Curiosamente, foi relatado que, ao contrario de outras chaperonas, homoélogos de
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Hsp100 foram incapazes de impedir a agregacao de proteinas desnaturadas (Glover e
Lindquist, 1998). Esta atividade in vitro incomum de Hsp100 foi relatada apenas para
ClpB da bactéria gram-positiva halofilica Tetragenococcus halophilus (Sugimoto et al.,
2006). Foi verificado que a atividade de ClpB de T. halophilus de prote¢do contra
agregagcao de lactato desidrogenase, enolase e proteinas de extrato de E.coli
submetidas a choque térmico na auséncia de ATP, estava relacionada com mudancas
estruturais da chaperona em condi¢des de estresse, como a dissociagdo das espécies
hexaméricas em dimeros e monémeros. Sugimoto e colaboradores (2006) sugerem
que, nestas condicdes, as espécies diméricas e monoméricas parecem expor as
regides hidrofdbicas e sitios de interagdo ao substrato antes escondidos dentro do anel
hexamérico. Os autores especulam que esta atividade intrinsica de outras chaperonas
possa ocorrer neste organismo para compensar a insuficiéncia de atividade do sistema
Hsp70, cuja atividade foi inferior ao sistema de E. coli. Os resultados de atividade da
SHsp101 de protecdo contra agregacao de luciferase obtidos no presente trabalho
podem também ter uma relagé@o entre estrutura e funcao desta chaperona de cana-de-
acucar em condicdes de estresse, 0 que podera ser estudado futuramente.

A atividade de desagregacao de proteinas por ClpB/Hsp104 tem sido alvo de
muitos estudos, contudo nao foi caracterizada in vitro para estas chaperonas de
organismos vegetais, Unicos representantes eucarioto-superiores que conhecidamente
as possuem. A SHsp101 sozinha, na presenca de ATP ou de ATP,S a 4 mM, nao foi
capaz de reativar a proteina GFPuv desnaturada termicamente. Entretanto, a SHsp101
promoveu um aumento de aproximadamente 3-5 vezes na intensidade da fluorescéncia
da GFPuv desnaturada, apos incubagao de 3 horas em tampéao contendo SHsp101 e a
mistura de ATP e ATP,S nas propor¢des equimolares 1:1 e 3:1, correspondendo a uma
recuperacdo de cerca de 5% da fluorescéncia de GFPuv desnaturada, quando
comparada com a fluorescéncia de GFPuv nativa. Este dado sugere uma possivel
associagao entre a atividade de desagregacado da SHsp101 e sua atividade ATPasica
de maneira regulada, uma vez que além do ATP € necessaria a presenga do analogo
de hidrélise lenta do ATP para a atividade de desagregacao. De forma analoga ao que

ocorre com Hsp104 de levedura (revisado por Hodson et al., 2012) o ATP,S que,
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sozinho, ndo é capaz de promover a atividade de desagregacao pela SHsp101, pode
estabilizar o oligdmero ao se ligar em um dos dominios NBDs da SHsp101 de hidrdlise
lenta, justificando a necessidade de sua presenga no meio reacional para a atividade
referida. Em concordancia com estes resultados, estudos in vitro de reativacdo de
agregados proteicos demonstraram que as chaperonas ClpB e Hsp104 sozinhas ou na
presenca de ATP ou ATP,S, separadamente, ndo sao suficientes para promover a
completa resolubilizagcdo de proteinas agregadas. Doyle e colaboradores (2007b)
observaram um aumento da fluorescéncia da GFP desnaturada termicamente de cerca
de 120 vezes quando incubada durante 80 minutos com ClpB contendo a mistura de
ATP e ATP,S na proporcao de 1:1, ou Hsp104 contendo a mistura de nucleotideos na
proporcdo de 3:1. A baixa atividade de reativagdo apresentada pela SHsp101
possivelmente pode estar relacionada com o fato da SHsp101 se tratar de uma
desagregase, e conforme descrito no referido “modelo do pé-de-cabra”, a SHsp101
poderia apenas ter a capacidade de desfazer grandes agregados em agregados
menores. As proteinas presentes nesta porcdo menor seriam subsequentemente
desenoveladas em colaboragcdo com o sistema Hsp70, antes da translocacao pelo poro
(Tessarz et al., 2008; Weibezahn et al., 2004), e apds a translocacdo do substrato
desenovelado o sistema Hsp70/Hsp40 seria novamente requerido, para o
reenovelamento da proteina resgatada do agregado. De fato, a presenca simultanea de
Hsp70 e co-chaperonas € requerida para uma maior eficiéncia na desagregacao e
resolubilizacédo pela ClpB e Hsp104, bem como pelo reconhecimento de uma maior
variedade de substratos (Doyle et al., 2007a; Doyle et al., 2007b; Glover e Lindquist,
1998; Goloubinoff et al., 1999; Zolkiewski, 2006; Zietkiewicz et al 2004; Motohashi et al.,
1999). Alguns trabalhos evidenciaram ainda a necessidade da presenca de smHsps
para a reativacdo de certos agregados por Hsp100 (Haslbeck et al., 2005; Lee et al
2005). Desta maneira, nao existe um consenso se é relevante para a célula a baixa
atividade da ClpB/Hsp100 de resolubilizar uma gama limitada de substratos, na
auséncia do sistema Hsp70 e outras chaperonas, uma vez que esta atividade foi
observada apenas sob condigdes diferentes das fisiolégicas (presenca de misturas de
ATP/ATP,S) e in vitro.
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Tem sido proposto que caracteristicas estruturais tais como tamanho do
agregado proteico e propriedades conformacionais de polipeptideos desenovelados,
como o conteudo de estruturas-B, por exemplo, sejam determinantes para o
reconhecimento e atividade de ClpB/Hsp104 (Zietkiewicz et al., 2006; Lewandowska et
al., 2007; Mogk et al., 2008). A futura caracterizagao dos agregados de GFPuv obtidos
no ensaio do presente trabalho também poderd contribuir para a compreensao da
diferenga na atividade de desagregacao e reativagao apresentada pela SHsp101. Além
disso, poderéo ser realizados ensaios que monitorem a atividade de desagregacao pela
SHsp101 (por meio de analises do tamanho e quantidade de agregados antes e apés a
incubacgédo da SHsp101), e ndo somente o passo final de resolubilizagdo do substrato, o
qual muito provavelmente necessite do sistema Hsp70 de cana-de-agucar para ocorrer.
Assim, a atividade de resolubilizacdo do substrato também devera ser monitorada na
presenca do sistema Hsp70 e de smHsp de cana-de-acucar.

Andlises de complementagéo in vivo revelaram que a superexpressao heterdloga
de SHsp101 em levedura mutante nulo de hsp104 (Ahsp104), aumentou a
termotolerancia a 53°C. Embora nédo tenha sido tdo eficaz quanto o controle positivo
(células expressando a proteina Hsp104), a superexpressdao de SHsp101 em cepas
Ahsp104 proporcionou um aumento significativo da sobrevivéncia: cerca de 80 vezes
em relagdo aquelas que nédo expressam SHsp101 (Ahsp104 + Vetor); e uma taxa de
sobrevivéncia de 34% em relacdo as cepas que nao foram submetidas ao choque de
53°C por 20 minutos. Uma complementacao parcial e semelhante a apresentada neste
trabalho foi observada com emprego de proteinas homélogas de outras espécies
vegetais, como Arabidopsis, tabaco, trigo e soja, as quais promoveram um aumento de
sobrevivéncia de 20 a 100 vezes em relagao as cepas Ahsp104 que ndo expressavam
a proteina Hsp100 (Lee et al., 1994; Schirmer et al., 1994; Wells et al., 1998). O efeito
de complementagcao parcial pelas homoélogas de vegetais provavelmente é devido a
identidade e similaridade com relagdo a Hsp104 (cerca de 40% e 60%,
respectivamente) e por serem as proteinas comparadas provenientes de meios

celulares diferentes (leveduras e plantas).
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4 CAPITULO HSP90

4.1 A familia das proteinas Hsp90

As proteinas de choque térmico da familia Hsp90 — Heat Shock Protein 90 kDa —
sdo altamente conservadas, presentes em bactérias e em eucariotos, mas,
aparentemente, ausente em Archae (Borkovich et al.,, 1989 ; Csermely et al., 1998;
Young et al.,, 2001a; Wegele et al.,, 2004; Taipale et al., 2010). A Hsp90 é uma
chaperona abundante, representa 1 a 2% do total de proteinas citosélicas na auséncia
de estresse (Lai et al., 1984), tendo sua sintese aumentada quando em situagbes de
choque de elevada temperatura (Meng et al., 1993) ou baixa temperatura (Krishna et
al., 1995) e outros estimulos de estado patolégico de células como em isquemia,
infecgdes, doencas auto-imunes e cancer (Csermely et al., 1998; Salminen et al., 2011;
Cowen et al., 2005; Yuan et al., 2012; Wang et al., 2010a). Hsp90 € uma proteina
essencial para a viabilidade dos organismos eucariotos em quaisquer condi¢gbes, uma
vez que pelo menos uma isoforma € necessaria para a sobrevivéncia destes
organismos (com excecao ao reino vegetal que apresenta algumas particularidades,
descritas a seguir no item 4.1.1), enquanto, em bactéria, a ortdloga é dispensavel
quando o organismo ndo estd sob condi¢cdes de estresse (Borkovich et al., 1989;
Versteeg et al., 1999; Johnson 2012; Kadota e Shirasu, 2012).

A Hsp90 atua na manutencdo da conformacao, regulacdo e no trafego de uma
variedade de proteinas, denominadas proteinas clientes (ou substrato). Mais de
duzentas proteinas clientes de Hsp90 ja foram identificadas em mamiferos como
dependentes direta ou indiretamente da chaperona para o desempenho de suas
funcdes celulares (Figura 19; Echeverria et al.,, 2011; ver lista atualizada em
http://picard.ch), incluindo fatores de transcricdo, proteinas quinases, receptores

hormonais, e outras classes, sendo muitas delas envolvidas em transducao de sinais e
em epigenética, portanto, extremamente importante para o ciclo celular, apoptose, e
respostas adaptativas a situagdes de estresse. Algumas destas fungbes séao
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desreguladas no cancer, tornando a Hsp90 um potencial alvo para terapias (Figura 19;
Mayer e Bukau, 1999; Young et al., 2001a; Pearl e Prodromou, 2006; McClellan et al.,
2007; Li et al., 2011; Da Silva e Ramos, 2012). Estas funcdes sao auxiliadas por co-
chaperonas, que atuam recrutando diferentes proteinas clientes para a Hsp90, e
regulando seu ciclo conformacional e de hidrélise de ATP, importante para o controle do
enovelamento de proteinas clientes (vere detalhes adiante, Krukenberg et al., 2011). A
necessidade de co-chaperonas varia dependendo das diferentes espécies e proteinas
clientes (Sreedhar et al., 2004; Pearl e Prodromou, 2006).

metabolismo
energético

manutencao da
proliferacao celular

escape da destruicao
pelo sistema
imunolégico

Ativadoras de
invasao e metastase

Ativadores da
imortalidade de
replicagao

Outras

Indutoras da
angiogénese

instabilidade genética
e mutacao

resisténcia a morte
celular

Figura 19: A rede de interacao da proteina Hsp90 citosélica humana.

A Hsp90 é essencial para a estabilizagdo e fungdo de muitas proteinas clientes oncogénicas.
Proteinas clientes envolvidas em modificacoes fisiologicas celulares especificas estao
agrupadas por coloragdes diferentes, para destacar o papel da Hsp90 na ativacao de proteinas
desreguladas nas células cancerosas. Adaptado de Da Silva e Ramos, 2012.
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Quatro tipos de proteinas homdlogas de Hsp90 ocorrem em eucariotos
superiores: Hsp90 citosdlica; mitocondrial Trap1 (tumor necrosis factor receptor-
associated protein 1); de reticulo endoplasmatico Grp94 (94 kDa glucose-regulated
protein) e de cloroplasto Hsp90C (Sreedhar et al., 2004; Johnson, 2012). Os genes que
codificam membros da familia Hsp90 (Tabela 7) foram submetidos a multiplos eventos
de duplicacdo, durante a evolugéo, e alguns homélogos parecem ter sido perdidos em
algumas espécies: muitas bactérias possuem apenas uma proteina Hsp90, a HitpG
(High temperature protein G); protistas, fungos a maioria dos eucariotos superiores do
reino animal apresentam pelo menos duas isoformas citoplasmaticas, com excessao de
Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans que contém apenas um gene
codificante para Hsp90 citosélica; ja os eucariotos superiores do reino vegetal
apresentam em geral quatro genes codificantes para Hsp90 citoplasmatica (Chen et al.,
2006; Johnson 2012).

Tabela 7: Representantes da Familia Hsp90

endoplasmatico

Nome Organismo Localizacao Referencia
HtpG Eschericia coli Citoplasma Bardwell e Craig, 1987
Hsp75/TRAP-1 Humana Mitocondria Song et al 1995; Chen et
al., 1996
Hsp90a, Hsp90B Humana Citoplasma Farrely e Finkelstein, 1984
Grp94 Humana Reticulo Kulomaa et al., 1986; Sorger
(endoplasmin, gp9) endoplasmatico e Pelham, 1987
Hsp82, Hsc82 Saccharomyces Citoplasma Borkovich et al., 1989
cerevisiae
AtHsp90-1 Arabidopsis thaliana Citoplasma Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-2 Arabidopsis thaliana Citoplasma Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-3 Arabidopsis thaliana Citoplasma Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-4 Arabidopsis thaliana Citoplasma Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-5 Arabidopsis thaliana Cloroplasto Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-6 Arabidopsis thaliana Mitocéndria Krishna e Gloor 2001
AtHsp90-7 Arabidopsis thaliana Reticulo Krishna e Gloor 2001
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A Hsp90 se comporta essencialmente como homodimero, sendo cada monémero
dividido em trés dominios estruturais (Figura 20). O dominio N-terminal possui um sitio
de ligagdo a nucleotideo altamente conservado, com aproximadamente 30 kDa,
responsavel por uma fraca atividade ATPasica, que promove amplas mudancas
conformacionais na Hsp90, mediando uma série de ciclos de associacao-dissociacao
com as proteinas clientes (Cunningham et al., 2008). O dominio N- terminal esta
conectado a um dominio central (de aproximadamente 35 kDa) por meio de uma regido
desestruturada, altamente carregada (Stebbins et al., 1997; Pearl e Prodromou, 2006).
Essa regido € variavel, em tamanho e composicao, entre as espécies e isoformas, é
ausente na Hsp75/Trap1 (homologa mitocondrial) e em procariotos (Bardwell e Craig,
1987; Song et al., 1995; Chen e Smith, 1998). A funcao dessa regido carregada ainda
nao esta bem estabelecida, mas parece contribuir para a flexibilidade da proteina e
pode estar envolvida na modulacédo da atividade chaperona da Hsp90 (Scheibel et al.,
1999; Hainzl et al.,, 2009; Tsutsumi et al 2012). O dominio central é considerado a
principal regido de interacdo com suas proteinas clientes. O dominio C-terminal tem
aproximadamente 20 kDa, é responsavel pela dimerizagdo da Hsp90 e contém o
motivos MEEVD, responsavel pela interacdo com co-chaperonas e algumas clientes
que o dominio TPR (tetratricopeptide repeat) (Minami et al., 1994; Pearl e Prodromou,
2000; Wegele et al., 2004). A dimerizacao da Hsp90 é essencial para o desempenho de
sua atividade bioldgica (Scheufler et al., 2000; Brinker et al., 2002; Onuoha et al., 2008).
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Figura 20: Estruturas da Hsp90.

(A) Estrutura cristalografica mostrando a conformagédo fechada da Hsp90 de levedura
complexada com AMPPNP e a co-chaperona p23/Sbail (complexo ndo mostrado, Ali et al.,
2006); (B) Estrutura cristalografica da Grp94 de mamifero em sua “conformagdo em V” na
presenca de AMPPNP (Dollins et al., 2007); (C) Estrutura cristalografica da HtpG de bactéria
em sua conformacao semi-fechada na presenca de ADP (Schiau et al., 2006); (D) Estrutura
cristalografica da Apo HtpG na sua conformacédo aberta (Schiau et al 2006); (E) Estrutura em
solucao, por SAX, da Apo HtpG apresentando uma conformacgéo extendida (Krukenberg et al.,
2008). Os dominios estao identificados por cores: em azul, o N-terminal; em amarelo, o dominio
central; e em rosa, o dominio C-terminal. As duas cadeias do homodimero da Hsp90 de
levedura na sua conformacéo fechada (A) e da Apo Hsp90 de bactéria na sua conformagéao
aberta (D) estdo coloridas de acordo com os dominios: N-terminal em azul escuro e claro,
dominio central em verde e amarelo, dominio C-terminal em alaranjado e vermelho. As duas
cadeias do homodimero de HtpG na conformacdo “V” e semi-fechada estao coloridos em verde
e azul claro e os ligantes AMPPNP e ADP estdo destacados (B e C). Adaptado de Jackson,
2012; Dixit e Verkhivker, 2012.
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A dindmica conformacional relacionada com a atividade ATPasica da Hsp90
proporciona uma complexa regulacdo da chaperona e tem sido alvo de estudos
terapéuticos para o controle da atividade da proteina. (Krukenberg et al., 2011; Jackson,
2012). Inibidores da regido N-terminal, tais como geldanamicina, resverastrol e
novobiocina, entre outros (Gava e Ramos, 2009), impedem o ciclo dependente de
ligacdo ao nucleotideo, estabilizando Hsp90 em uma conformagao “aberta”,
caracterizada por ligacao fraca ao substrato, o que resulta na protedlise do mesmo, via
maquinaria ubiquitina-proteossomo (Imamura et al., 1998; Bender et al., 1999;
McClellan et al., 2005; Cornell et al., 2001; Kudrat et al., 2010). Estes dados tém sido
apoiados por estudos estruturais e bioquimicos utilizando cristalografia e espalhamento
de raios X a baixos angulos (SAXS) onde foram observadas diferentes conformacdes
da Hsp90 de diversos organismos na presenca e auséncia de nucleotideos (Figura 20).
Contudo, andlises de mutacéo, cross-linking e microscopia eletrbnica em bactéria,
levedura e humanos (Vaughan et al., 2009, Southworth et al., 2008) tém revelado que
as conformagdes abertas e fechadas podem coexistir durante um equilibrio dindmico na
presenca e auséncia de nucleotideos nestas espécies. Além disso, experimentos
utilizando a técnica de FRET (Mickler et al., 2009; Hessling et al., 2009) demonstraram
que a flutuacdo entre o estado aberto e fechado da Hsp90 de levedura deve ser
fracamente acoplada a hidrélise do ATP. Coletivamente, estes estudos sugerem que o
ciclo ATPasico da Hsp90 nao seria o fator determinante que antecede as mudancgas
conformacionais, mas um regulador do equilibrio entre estados conformacionais pré-
existentes e funcionalmente relevantes (Dixit e Verkhivker 2012).

Além da ligagao e hidrélise de ATP, outros fatores influenciam na modulagéo da
Hsp90 como, por exemplo, a ligagdo de co-chaperonas ao N-terminal podendo levar a
uma mudang¢a conformacional, sem deslocar a ligagdo ao nucleotideo (Phillips et al.,
2007). Além disso, modificagbes pods-traducionais como S-nitrosilagao, fosforilagao,
ubiquitinacao e acetilacao também desempenham um papel importante na regulacao da
atividade Hsp90, modulando especificamente a interacdo entre a Hsp90 e algumas
proteinas clientes (Scroggins e Neckers, 2007; Wandinger et al., 2008; Trepel et al.,
2010; Da Silva e Ramos, 2012).
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4.1.1 Hsp90 em plantas

As proteinas da familia Hsp90 de cana-de-agucar representam 10% de todo o
conteudo de chaperonas moleculares expressos por este organismo. Foram
identificados 4 clusters codificando Hsp90, podendo expressar até 9 proteinas
diferentes (Borges et al., 2001; Borges et al., 2006). As proteinas Hsp90 séao
encontradas em diferentes localizagbes celulares nas plantas. Por exemplo, em
Arabidopsis existem quatro isoformas citosolicas (Hsp90.1, Hsp90.2, Hsp90.3,
Hsp90.4), uma de cloroplasto (Hsp90.5), uma de mitocéndria (Hsp90.6) e uma de
reticulo endoplasmatico (Hsp90.7) (Krishna e Gloor, 2001). Em cana-de-agucar, ESTs
relacionados a familia Hsp90 foram encontrados em todos os tecidos estudados
(Borges et al., 2006), o que destaca a importancia destas proteinas para o organismo
como um todo. A expressao das diferentes isoformas de Hsp90 de plantas, em geral, é
regulada nos diferentes estagios vegetais (Koning et al., 1992; Marrs et al., 19983;
Krishna et al., 1995; Reddy et al., 1998), em resposta ao estresse de baixa temperatura
(Nogueira et al., 2003; Krishna et al., 1995), transi¢cées de claro/escuro (Felsheim e Das,
1992) e mediada por regulador de crescimento hormonal (Dhaubhadel et al., 1999). A
expressao constitutiva de isoformas citoplasmaticas de Hsp90 de Arabidopsis também
ja foi demonstrada (Yabe et al., 1994). Os niveis de expressao de Hsp90 em plantas
parecem ser finamente regulados e sdo criticos para o desempenho das diversas
funcbes apresentadas por estas proteinas, dentre as quais destacam-se: a
termotolerancia e resisténcia a doencas (Vierling, 1991; Sangster e Queitsch, 2005; Lu
et al., 2003; Kanzaki et al., 2003; Wang et al., 2004; Kadota e Shirasu 2012); resposta
ao estresse salino e osmético (Song et al., 2009); manutencao da fungao de receptores
de hormoénios esterdides vegetais (relacionados com tolerancia a estresse abibtico,
crescimento vegetal e desenvolvimento de raizes) (Divi et al., 2010).; desenvolvimento
vegetal (Queitsch et al., 2002). Uma vez que muitas co-chaperonas conhecidamente
interatoras de Hsp90 em leveduras e mamiferos, também estao presentes em plantas,
como por exemplo p23, Ahal, Hop/Sti1, FKBP e PP5, muito provavelmente elas
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também estdo envolvidas nestes processos em plantas (revisado em Kadota e Shirasu,
2012).

Diferentemente do que ocorre para os demais organismos eucariotos, mutantes
nulos de Hps90 citosdlicas individuais de Arabidopsis ndo apresentam um fendtipo
morfolégico evidente (Hubert et al., 2003). J& duas isoformas organelares apresentam
efeito no desenvolvimento de plantas: Hsp90 de cloroplasto de A. thaliana contendo
uma alteracdo de aminoacido apresenta defeitos pleiotropicos, incluindo defeitos na
biogenese de cloroplastos (Cao et al.,, 2003), e um mutante de Hsp90 de reticulo
endoplasmatico afeta a manutencdo do meristema apical (Ishiguro et al., 2002). O
progresso do maior entendimento das funcdes de Hsp90 de plantas tem sido dificultado,
principalmente, devido a redundancia de Hsp90 citosolica vegetal (Hubert et al., 2003).
Considerando o modelo de estudo vegetal Arabidopsis, a constru¢ao de mutantes nulos
para todas as isoformas de Hsp90 citoplasmaticas de expressado constitutiva € um
desafio, ficando os estudos quase que praticamente restritos a ensaios de
silenciamento com RNA de interferéncia e com inibidores gerais da atividade ATPasica
de Hsp90, que geralmente sdo sensiveis a luz, limitando as andlises. A inativacao
parcial de mais de uma isoforma com o uso de RNA de interferéncia, ou a inibicao das
isoformas por meio de adicdo do inibidor geldanamicina, resultou em anomalias
morfolégicas como alteracdo foliar, crescimento anormal de raizes, alteracdo no
acumulo de pigmentacéao, tempo de floracédo atrasada e reduzido niumero de sementes,
entre outros (Sangster et al., 2007; Queitsch et al., 2002). A atividade reduzida de
Hsp90.2 comprometeu o fechamento de estdmatos e a sinalizagdo fisioldgica
dependente de ABA em Arabidopsis (Clément et al.,, 2011). Em trigo também foi
evidenciado um efeito no crescimento de sementes e na resposta de hipersensibilidade
resultante do silenciamento de Hsp90 citosélica (Wang et al.,, 2011b). Em suma, a
Hsp90 exerce efeitos globais sobre a capacidade de resposta ambiental de plantas
frente a muitos estimulos diferentes (Sangster et al., 2008; Queitsch et al.,, 2002),
configurando um importante alvo de estudos para uma maior compreensao destes

processos.
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4.2 Artigo cientifico: caracterizacio conformacional e funcional de Hsp90
de cana-de-acucar.

Os resultados apresentados neste manuscrito reportam pela primeira vez a
clonagem e expressdo de uma proteina de choque térmico de 90 kDa de cana-de-
acucar predita citosolica, SsHsp90. A proteina foi obtida em seu estado dimérico em
solucdo, com alto conteudo de estrutura secundaria do tipo hélice alfa, e residuos de
triptofano no interior da proteina enovelada. O modelo tridimensional gerado por
modelagem comparativa foi validado com o auxilio de restricbes de dados de ligacoes
cruzadas internas entre residuos de lisina da SsHsp90 acoplado a analises por
espectrometria de massas, e apresentou propriedades conformacionais muito
semelhantes as obtidas experimentalmente e as homoldgas de diferentes organismos.
A fungédo da SsHsp90 também foi avaliada, apresentando uma atividade eficiente de
protecdo contra agregacao de proteina-modelo desnaturada por choque térmico. Foi
detectada a sua expressdo em tecido foliar de cana-de-agucar ndo induzida por
estresse, 0 que indica sua importdncia para este organismo na manutencado da

homeostase.
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Abstract

Hsp90s are involved in several cellular processes, such as signaling, proteostasis,
epigenetics, differentiation and stress defense. Although Hsp90s from different
organisms are highly similar, they usually have small variations in conformation and
function. Thus, the characterization of different Hsp90s is important to gain insight into
the structureefunction relationship that makes these chaperones key regulators in
protein homeostasis. This work describes the characterization of a cytosolic Hsp90 from
sugarcane and its comparison with Hsp90s from other plants. Previous expressed
sequence tag (EST) studies in Saccharum spp. (sugarcane) predicted the presence of
an mRNA coding for a cytosolic Hsp90. The corresponding cDNAwas cloned, and the
recombinant protein was purified and its conformation and function characterized. The
structural conformation of Hsp90 was assessed by chemical cross-linking and
hydrogen/deuterium exchange using mass spectrometry and hydrodynamic assays,
which revealed regions accessible to solvent and that Hsp90 is an elongated dimer in
solution. The in vivo expression of Hsp90 in sugarcane leaves was confirmed by
western blot, and in vitro functional characterization indicated that sugarcane Hsp90 has
strong chaperone activity.

1. Introduction

Molecular chaperones and heat shock proteins such as Hsp90 are produced by
the cell in order to cope with various forms of cellular stress [1]. In addition, Hsp90 is not
only involved in this stress response, but is also important in many regulatory processes,
and is a highly conserved, ubiquitous molecular chaperone [2]. The important functions
of Hsp90 have been demonstrated by its central role in many cellular processes, such
as signaling, proteostasis, epigenetics, differentiation and development, and by the large
number of protein partners with which it interacts [3e6]. Hsp90s are homodimers of
approximately 160 kDa in which each monomer has three structural domains [7]. The N-
terminal domain contains the ATP binding site responsible for its intrinsic ATPase
activity [8]. The middle domain is connected to the N-terminal domain through a highly
charged linker region that is considered to be a major site of interaction with client
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proteins [9,10]. The C-terminal domain contains the dimerization interface and a
conserved C-terminal MEEVD motif that is responsible for interaction with
tetratricopeptide repeat domain-containing co-chaperones [11,12].

The critical factors that confer stress tolerance in higher plants are still poorly
understood, but molecular chaperones likely play a large role in the plant damage
control machinery. Accordingly, the Hsp90 system is of particular interest in plants
because, as sessile organisms, they are exposed to environmental conditions, such as
drought and large osmotic and temperature variations, and thus require physiological
responses triggered by the perception of stress [13]. In fact, high expression of cytosolic
forms of Hsp90 appears to be very important for protection against biotic and abiotic
stresses in plants [13].

Although the quaternary structure of Hsp90 appears to be well conserved among
several species, its functionality is not [2,14]. Thus, characterizing Hsp90s from different
organisms is a valid strategy for accumulating essential information toward the
understanding of this chaperone’s mechanism of action. A general strategy to tackle the
relationship between structure and function in proteins is to study members of the same
protein family, as this may provide clues for identifying important regions in the protein
for biological function or interaction with ligands. To gain knowledge about the Hsp90
family, we have cloned and expressed Hsp90 from sugarcane hybrids derived from
Saccharum officinarum and Saccharum spontaneum, which are crop plants with
significant agronomic importance, and characterized this protein using biophysical tools.
The results show that SsHsp90 has similar structural and functional characteristics of
homologous Hsp90 proteins. We also demonstrate that SsHsp90 from sugarcane is
constitutively expressed and is able to prevent protein aggregation, suggesting the
importance of Hsp90 in sugarcane and adding to the general knowledge of this
important family of chaperones.
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2. Results and Discussion
2.1, Protein purification

The cDNA coding for Saccharum spp. (sugarcane) Hsp90, SsHsp90, was cloned
and sequenced (nucleotide and amino acid sequences are shown in Fig. S1). The amino
acid sequence of SsHsp90 aligned with that of Arabidopsis thaliana AtHsp90.3 is shown
in Fig. 1. Amino acid identities with yeast; the dicots A. thaliana and Citrus sinensis; and
the monocots Zea mays, Oryza sativa and Sorghum bicolor are shown in Table 1. Due
to a high similarity with cytosolic Hsp90s from plants, a low similarity with organellar
isoforms and a lack of a predicted organelle-specific N-terminal transit peptide
sequence, the SsHsp90 studied here was labeled as a cytosolic Hsp90 chaperone.

After protein expression, approximately 50% of the recombinant SsHsp90 was
soluble in the supernatant of the cell lysate (data not shown). After the first step of
purification SsHsp90 was approximately 66% pure, and after gel filtration, it was more
than 95% pure (Supplementary data, Fig. S2 and Table S1). Table S1 shows the yield
and purity for every step of the purification process.

The folded state of the purified recombinant SsHsp90 was investigated using
spectroscopic tools and by examining its oligomeric state. Circular dichroism (CD)
analysis indicated that SsHsp90 was a predominantly a-helical protein, as indicated by
its far-UV spectrum with minima at approximately 208 nm and 222 nm (Fig. 2A).
Analysis of the CD signal at 222 nm predicted an approximately 34% a-helical content.
This prediction is in good agreement with the a-helical content of other Hsp90 homologs
for which CD and/or structural information is available [15e19]. Additionally, the
secondary structure of SsHsp90 was stable at temperatures up to 90°C, as there was no
change in the CD signal at 222 nm from 20°C to 90°C (data not shown). The same has
been shown for an Hsp90 from C. sinensis [19], supporting the hypothesis that Hsp90
chaperones are critical for cellular stress response and/or tolerance in plants and, thus,
would have high stability against stressors such as rising temperature.

The folded state of the protein was also investigated using the fluorescence of
tryptophan (Fig. 2B) because SsHsp90 has seven tryptophan residues distributed
throughout the protein (Fig. 1). This experiment was performed in both the absence and
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presence of 6 M guanidinium chloride (Gdm-Cl) (Fig. 2B) to gain further insight into the
environment of the Trp residues in the native protein. Native SsHsp90 had a
maximumwavelength of 335 + 1 nm and a spectral center of mass of 344 + 1 nm, and
these values changed to 353 + 1 nm and 357 £ 1 nm, respectively, when the protein was
unfolded by Gdm-CI (Fig. 2B). Because the spectrum represents the sum of the emitted
fluorescence from the Trp residues, we conclude that the majority of the Trp residues
were at least partially buried in the native protein. As expected, under denaturing
conditions, all Trp residues were exposed to the solvent. Urea-induced unfolding of
SsHsp90 was followed by circular dichroism at 222 nm (a probe of secondary structure)
and by the fluorescence of tryptophan (a probe of tertiary structure), with urea
concentrations of approximately 4.5 M and 4.0 M, respectively, at the midpoint of the
transition (Fig. S3). These results are in good agreement with awell-folded structure
since the loss of the tertiary structure preceded that of the secondary structure, and both
unfolding profiles were cooperative [for review see Ref. [20]].

The molecular mass of SsHsp90 was investigated by size exclusion
chromatography combined with multi-angle static light scattering (SEC-MALS) (Fig. 2C),
a technique that provides a precise determination of molecular mass independent of
molecular shape or hydrodynamic parameters. Fig. 2C shows a plot of the calculated
molecular masses versus the elution volume for the selected scattering peaks, which
correspond to the UV-monitored elution peaks. An average molecular mass of 172 = 2
kDa was obtained, confirming that SsHsp90 is a single species with the molecular mass
of a dimer. Oligomerization into dimers is essential for the function of Hsp90s, as a
mutant unable to form dimers is unable to rescue yeast knockout strains in which both
cytosolic hsp90 genes are deleted [21]. In conclusion, recombinant SsHsp90 was
purified in a folded state as a dimer in solution.

2.2. Conformational characterization
To further characterize the conformation of SsHsp90, the protein was subjected to
a chemical reaction with disuccinimidyl suberate; this reaction results in the cross-linking

of two Lys residues that are up to 24A away (Ca distances) from each other [22]. After
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trypsin digestion and peptide analysis by LC-MS/MS, a map of the crosslinked lysines
was generated (Fig. S4A). This map was used to provide constraints for generating a
model of the structure of monomeric SsHsp90 using crystal structures of known Hsp90s
(see Materials and methods). The chosen model was the one that had the best fit for
both the cross-linking distance constraints and the Ramachandran diagram as shown in
Fig. 3A. Fig. 3B shows the structural model for the dimeric SsHsp90, which was in good

agreement with those of other cytosolic Hsp90s [7]. In the dimeric SsHsp90 structure,
approximately half of the tryptophan residues were buried in the structure, whereas the
other half was at least partially exposed to the solvent, a result that agrees well with that

of the fluorescence investigation performed here (see above). Information about ‘dead-
end’ lysines and hydrogen/deuterium (H/D) exchange followed by mass spectrometry
were used to validate the model showed in Fig. 3B. ‘Dead-end’ lysines are those that are
exposed to the solvent and thus react with DSS but without generating cross-liking (Fig.
3B and S4B) and the H/D exchange profile gives information about the rate of solvent
exposition of regions in the protein (see a H/D exchange map as a function of time in
Fig. S4C1-5). The model for SsHsp90 suggested that this proteinwas highly similar to
the crystal structure fromyeast Hsp90 (PDB 2CG9), which is not surprising as they share
high identity (Table 1). However, despite their high identity, human Hsp90 contains a
region, comprised by residues 95e123, with a different secondary structure and in a
different position when compared to the structure of yeast or sugarcane Hsp90 (see Fig.
3C for a superposition of SsHsp90 and cytosolic human Hsp90). Although the identity in
this region is high, about 86%, the difference may be related to the fact that cytosolic
human Hsp90 (PDB 1BYQ) was crystallized in the presence of ADP while yeast Hsp90
(PDB 2CG9) was crystallized in the presence of AMP-PNP. In favor of this hypothesis

is the fact that Hsp90s from Plasmodiumfalciparum (PDB 3K60) and Leishmania major
(PDB 3U67), that were both crystallized in the presence of ADP, had similar structures
compared to the human Hsp90 (Fig. 3C). H/D exchange experiments were also helpful
in giving information about protein flexibility and Fig. 3D shows the regions in SsHsp90
with noticeable flexibility. In Fig. 3D, regions with higher deuterium incorporation are
shown in red and correspond to the charged linker and middle domains that have
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important roles in binding co-chaperones and client proteins [7,9]. These results add
important information toward the understanding of the mechanism of action of Hsp90s.
To further support the model generated for the conformation of SsHsp90, the
hydrodynamic properties of the model were analyzed using the software Hydropro and
compared to those measured for the purified protein. The diffusion coefficient D of
SsHsp90 measured by DLS (Dynamic Light Scattering) was approximately 3.2 + 0.2 x
10" cm? seg' (data not shown), indicating a hydrodynamic radius RH of approximately
66 A [23,24]. These results are in very good agreement with those that were
experimentally obtained for sweet orange Hsp90 (CsHsp90): 3.3 x 10’ cm? seg' and
62 A, respectively. The hydrodynamic parameters predicted for the dimeric structural
model generated for SsHsp90 (Fig. 3B) were also in good agreement with those
measured for the chaperone in solution. The dimeric structural model had a diffusion
coefficient D of approximately 3.8 x 10’ ¢cm? seg' and a hydrodynamic radius Ry of
approximately 55 A (data not shown). The differences between the measured and
predicted parameters can be explained by characteristics of proteins in solution, such
as, in this case, interconversions between the ‘closed’ and ‘open’ states of the dimer [7]

and/or by the thickness of the solvation layer of polypeptides in solution [24].

2.3. Functional characterization

The presence of a gene coding for an Hsp90 protein in sugarcane as determined
by sequencing and annotating sugarcane ESTs [25,26]. The gene was cloned and the
recombinant protein expressed in a folded state as described above. To investigate
whether SsHsp90 was normally expressed in sugarcane cells, a western blot assay
using an antiserum against CsHsp90 (90% identical to SsHsp90; [19]) was used to
investigate protein extracts from the leaf tissues of sugarcane (Fig. 4). Positive (purified
recombinant protein) and negative (buffer alone) controls were added, and a protein with
a molecular mass identical to that of recombinant SsHsp90 was observed in the
sugarcane extract, characteristic of several Hsp90 chaperones, including bovine, yeast
and C. sinensis Hsp90 [19,31]. CS alone aggregated at 47°C, as previously reported
[30], while SsHsp90 did not (Fig. 5), as expected from its high thermal stability, which
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was discussed above. Bovine serum albumin, a generic protein control, did not protect
CS from aggregation, whereas the presence of SsHsp90 did confer protection (Fig. 5).
Two dimers of SsHsp90 per monomer of CS fully protected against aggregation, a result
similar to those previously reported for sweet orange [19], bovine and yeast [31]
cytosolic Hsp90s but much higher than those previously reported for Hsp90s from
bacterium [31] and human endoplasmic reticulum [32]. It is important to compare the
chaperone function of Hsp90 from different organisms using the same substrate
because the thermal and conformational stability of the client protein determines the
extent of interaction [33]. However, it is noteworthy that, different from cytosolic
homologs, the oligomerization of both bacterium and endoplasmic reticulum Hsp90s are
much less pronounced and they may have different conformational cycles ([7] and

references therein).

3. Materials and Methods

3.1. Cloning, expression and purification

cDNA libraries were generated from hybrid sugarcane cultivars that were derived
from the crossing of S. officinarum and S. spontaneum [34]. These cultivars have higher
yields and are moreresistant to biotic and abiotic stresses than S. officinarum. The cDNA
coding for sugarcane Hsp90 (GenBank accession number JX992841) was inserted into
the expression vector pET28a (Novagen) by sub-cloning the PCR amplified fragment cut
with the enzymes Ndel and EcoRI into the PET28a vector linearized with the same
restriction enzymes. The sequences of the primers used for amplification of sugarcane
Hsp90 were GTCTCGCCACATATGGCCTCG (forward) and
CTCGGGGAATTCTTAGTCGAC (reverse). The resultant vector, pET28aSsHsp90, was
then transformed into BL21pLysS Escherichia coli. Cells were grown at 37°C in Luria-
Bertani (LB) media containing 30 mg/mL of kanamycin and 34 mg/mL of
chloramphenicol, and the expression of the 6-His-tagged protein was induced with 0.5
mM isopropyl B-p-1-thiogalactopyranoside (IPTG) for 3 h, after which the cells were
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harvested and disrupted by sonication in the presence of 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100
mM KCI and 1 mM EDTA. The resulting lysate was centrifuged at 18,000 g for 30 min,
and the soluble fractionwas loaded onto a 5 mL Hitrap™ Chelating HP column for affinity
chromatography. Next, the sample containing the protein was loaded onto a Hiload
26/60 Superdex 200 prep-grade column for size exclusion chromatography in the
presence of 25 mM TriseHCI pH 7.5 and 150 mM NaCl. Chromatography purification
steps were performed using an Akta FPLC (GE Biosciences), and the fractions were
analyzed by 10% SDS-PAGE. Protein samples were stored at -80°C, and
concentrations were determined by either the Edelhock method [35] or the Bradford

protein assay [36] using a commercial kit (Bio-Rad).

3.2 Spectroscopic analysis
Unless stated otherwise, experiments were conducted with 2-3 uM protein in buffer
(25mMTris-HCI (pH 7.5) and 150mM NaCl) in the absence or presence of urea or
guanidinium chloride (see figure captions) at 20°C, and the results of at least three
experiments were averaged. Circular dichroism (CD) spectra were recorded with a
JASCO model J-810 CD spectropolarimeter and a thermoelectric sample temperature
controller (Peltier system) following standard procedures [reviewed in Ref. [37]]. Data
were collected from 260 to 200 nm using cuvettes with a 1 mm path length. Emission
fluorescence spectra were recorded on an Aminco Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO)
fluorimeter using quartz cells with a 10 mm x 10 mm optical path length with excitation at
295 nm (bandpass of 4 nm) and emission from 305 to 420 nm (bandpass of 8 nm).
Fluorescence spectra were analyzed using either their wavelength maxima or by their

center of spectral mass (1), as described by the equation below:

0= (Sn) /()

[Equation 1]

where A;is the wavelength and F; is the fluorescence intensity at A,
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3.3 Hydrodynamic analyses

All analyses were performed in buffer containing 25mM Tris-CI (pH 7.5) and 150
mM NaCl. Multi-angle laser light-scattering coupled with size exclusion chromatography
(SEC-MALLS) was used to analyze the mass distributions of the purified SsHsp90. Data
analyses were performed by chromatographic separation of 1200 mg/mL of protein
using a 1 cm x 30 cm Superdex 200 (GE Healthcare) column at room temperature with a
flow rate of 0.5 mL/min by the Astra software package (version 6) supplied in a
miniDAWN™ TREOS® System connected in series to an Optilab® rEX refractive index
detector (Wyatt Technology Corp, USA). Molecular mass calculations were performed
assuming a refractive index increment (dn/dc) value of 0.1850 mL/g. Dynamic light
scattering (DLS) experiments were performed using a DynaPro-MS/X (Protein Solutions)
instrument controlled by Dynamics™ v.6.2.05 software. Protein samples (300-1200
mg/mL) were equilibrated at 20°C for approximately 20 min and then subjected to
approximately 300 measurements (10 s each). DLS experiments were conducted to
determine the experimental translational diffusion coefficient D at each protein
concentration. Each value was extrapolated to standard conditions (20°C in water,
Doow). The values of Dy w were plotted versus protein concentration to determine the
value of zero by extrapolation, Dogo;w which is a unique property of the macromolecule
because it should avoid interference from the solvent and from high protein
concentrations [reviewed in 24]. Additionally, D can be used to calculate the
hydrodynamic, or Stokes, radius from the Stokes-Einstein relationship:

[Equation 2]

where T is the temperature, kg is the Boltzmann constant, and Ry is the hydrodynamic
radius. Buffer density (o = 1.00442 g/mL) and viscosity (7 = 1.0165 x 107 poise) and the
protein partial specific volume (Vbar = 0.7389 mL/g) were calculated by the SednTerp
software (http://www.jphilo.mailway.com/download.htm).
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3.4. Cross-linking, mass spectroscopy assays and modeling

Cross-linking reactions were performed as previously described [22]. Briefly,
SsHsp90 was incubated with disuccinimidyl suberate, DSS (1:50 ratio) in 50mM
phosphate buffer (pH 7.5) for 2 h at room temperature. Then, the reaction was quenched
with Tris buffer (pH 7.6), and the cross-linked proteinwas digested by trypsin in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 7.5) for 17 h (37°C). Peptides were fractionated using in
an oasis cartridge and eluted with different concentrations of acetonitrile and analyses
were performed by LCMS/MS using a Synapt mass spectrometer (Waters Co.).
Crosslinked peptides were identified by using Crux-for-Xlinks [38] and Xlink-Identifier
[39] software followed by manual validation. The digestion profile was used to identify
cross-linked lysines, indicating that they were within 24A of each other (Ca distances).
These constraints, together with the crystal structures of Hsp90s from Saccharomyces
cerevisiae (PDB 2C@G9), L. major (3HJC) and P. falciparum (3K60), were used to model
a structure for SsHsp90 using comparative modeling that combined the programs
Modeller [40] i-Tasser [41], Swiss Prot [42] and Mholline (http://www.mholline.Incc.br).
The model was validated by the cross-linking constraints, by the disposition in the
Ramachandran diagram using Procheck [43] and by its hydrodynamic parameters using
Hydropro [44].

3.5. Hydrogen/deuterium exchange assay

The hydrogen/deuterium exchange reaction was initiated by a 15-fold dilution of
the SsHsp90 protein (100 pmol/uL in 50 mM TriseHCI buffer, pH 7.5, 150 mM sodium
chloride and 1% glycerol) with 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.5, 150 mM sodium chloride,
1% glycerol, D20, at room temperature [45]. At determined times (0-120 min), samples
were collected and the reaction quenched by doubling the volume with a quenching
buffer (20 mM guanidine hydrochloride, 0.8% formic acid, 20 mM tris-2-carboxyethyl-
phosphine, pH 2.5, in H20), which reduced the pH to 2.5 [46,47]. Quenched samples
were immediately injected into a nanoAcQUITY UPLC System with HDX Technology
coupled to SYNAPT G1-S HDMS (Waters Corporation, USA) with electrospray
ionization and lockmass correction (using phosphoric acid). Online digestion was
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performed using an immobilized pepsin column, 2.0 x 30 mm (Applied Biosystems,
USA) for 3 min in H20 at a flow rate of 40 mL/min and at 15 °C. Peptides from digestion
were trapped and desalted online using an ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 mm
VanGuard Pre-column (Waters) at 0°C. Trapped peptides were then eluted into an
ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 mm, 1 mm x 100 mm column (Waters) at 0°C and
separated with a 10 min linear acetonitrile gradient (10-40%) containing 0.1% formic
acid at a flow rate of 40 mL/min. All mass spectrawere acquired in MSE mode over the
m/z range of 50-2000 [47].

3.6. Western blotting

Plant material (leaf tissue) from hybrids derived from the crossing of S.
officinarum and S. spontaneum was homogenized using a mortar and pestle, and
phenol-extracted proteins were obtained as described by Delaplace et al. [48]. For the
Western blot analysis, SDS-PAGE proteins were electrophoretically transferred to
nitrocellulose membranes (Millipore) and stained with Ponceau S (Sigma-Aldrich). The
membranes were blocked for 1 h with TBS-T (Tris-buffered saline containing 0.03%
Tween-20) supplemented with 1% BSA and then incubated with polyclonal C. sinensis
Hsp90 antiserum (anti-CsHsp90; see Ref. [19]) for 2 h (1:100 dilution). After three
washes with TBS-T, the membranes were incubated for 1 h with the secondary antibody
(anti-mouse 1gG coupled to alkaline phosphatase, Bio-Rad) and detection was
performed using an Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate Kit (Bio-Rad). All

processes were performed at room temperature.

3.7. Chaperone activity

Porcine mitochondrial citrate synthase (CS) at 100 nM was incubated with
different amounts of SsHsp90 (see figure caption for details) in 40 mM Hepes buffer (pH
7.5) in a final volume of 0.350 mL. The effect of SsHsp90 on the thermally induced
denaturation of CS was monitored by light scattering at 360 nm using an Aminco
Bowman® Series 2 (SLM-AMINCO) fluorimeter with thetemperature adjusted to 47°C as
a function of time. Negative controls were performed without citrate synthase or Hsp90.
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As a control, SsHsp90 was replaced with bovine serum albumin (BSA). The average of

at least three independent experiments was used to build each profile curve.

4. Conclusion

Here, we have presented the cloning and purification of SsHsp90, a cytosolic
Hsp90 chaperone from sugarcane. The purified recombinant chaperone has all the
characteristics of a well-folded protein and is a dimer with a highly ordered structure, as
indicated by its high content of both secondary structure and buried tryptophans that
unfold in a cooperative manner. Data regarding internal constraints generated from
lysine cross-linking were used to generate a 3-dimensional model of SsHsp90 that had
conformational parameters similar to the crystal structure from yeast Hsp90, which is not
surprising as they share high identity. H/D exchange experiments showed that the
charged linker and middle domains, which have important roles in binding co-
chaperones and client proteins, were the most flexible regions in SsHsp90. Finally, the
functional role of SsHsp90 was assessed as deemed by itschaperone activity and
constitutive expression in sugarcane leaves. In conclusion, this work presents strong
evidence that a well-folded cytosolic Hsp90 with strong chaperone activity is

constitutively expressed in sugarcane.
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Figure captions

Fig. 1. Sequence alignment of sugarcane Hsp90 (SsHsp90) and Arabidopsis thaliana
Hsp90 (AtHsp90). The amino acid sequences of SsHsp90 (JX992841) and Hsp90.3
(BAB09283) from A. thaliana, a plant model organism, are aligned, indicating 92% identity (see
Table 1). N-terminal domain, orange; M domain, pink; C-terminal domain, blue. Tryptophans in
SsHsp90 are underlined in red. (For interpretation of the references to colour in this figure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Fig. 2. SsHsp90 was purified in a folded state as a dimer in solution. Experiments were
performed in a buffer containing 25 mM TriseHCI (pH 7.5) and 150 mM NaCl at 25°C. A) Circular
dichroism. Residual molar ellipticity [0] was measured from 205 to 250 nm. The spectrum
indicated that SsHsp90 was folded and had approximately 34% a-helical content. B) Emission
fluorescence. Spectra of SsHsp90 in the absence (closed square) and presence (open circle) of
6 M Gdm-ClI. Excitation was at 295 nm, and emission was from 305 to 420 nm. Native SsHsp90
had a maximum wavelength of 335 £ 1 nm and a spectral center of mass of 344 £ 1 nm. In the
presence of 6 M Gdm-Cl, SsHsp90 had a maximumwavelength of 353 +1 nm and a spectral
center of mass of 357 1 nm. A.U., arbitrary units. C) SEC-MALLS. The graph shows the
absorbance at 280 nm profile (closed symbols) and the molecular mass distributions (open
symbols) per elution volume unit (mL). The measured molecular mass was 172 = 2 kDa, which
is in good agreement with that calculated from the sequence (protein p His-tag) for the dimer:
164.6 kDa. Themajor peak had a polydispersity of 1.010 £ 1.7%.

Fig. 3. SsHsp90 structure from cross-linking and modeling. A) Model based on a multiple
alignment with crystal structures of known Hsp90s (see Materials and methods). The model
presents spatial distances of the cross-link constraints in blue. B) Dimer, built as described in A,
showing Trp residues in blue. Three of the seven Trp residues in each monomer appear to be
exposed to the solvent. ‘Dead-end’ lysines exposed to the solvent are indicated in red. C)
Crystal structures of the N-domain of Hsp90s from yeast (PDB I1D:2CG9, green), human (PDB
ID:1BYQ, purple), P. falciparum (PDB ID:3K60, yellow) and L. major (PDB ID: 3U67, blue)
superimposed with the model generated for sugarcane Hsp90 (red). Colors indicate regions
comprising residues 95-123 (107-135 in human) from each structure. D) Regions in SsHsp90
with higher deuterium incorporation are shown in red. These regions correspond to the following
peptides: 188-239, 259-291, 297-309, 313-343, 347-353, 382-395, 399-446 and 452-464. See
Supplementary data S4C for more details. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

Fig. 4. SsHsp90 is expressed in sugarcane. Samples were subjected to SDS-PAGE and
transferred to a nitrocellulose membrane. Left. SDS-PAGE (10%) stained with Coomassie blue.
Lane 1, molecular mass standard. For clarity, molecular masses in kDa are shown on the left.
Lane 2, purified SsHsp90. Lane 3, plant extracts. Right. Immunoblotting.Lane 1, purified
recombinant SsHsp90 (1.4 mq). Lane 2, buffer alone (control). Lane 3, protein extract (54 mg)
from sugarcane leaf. For clarity, an arrow identifying the expected position of SsHsp90 is shown
on the right. The blot was probed with an anti-CsHsp90 antiserum (1:100) (Materials and
methods), and the immune complex was detected with AP-conjugated anti-mouse IgG (BioRad).

Fig. 5. Chaperone activity of SsHsp90. Citrate synthase (CS, 100 nM) was incubated at 47°C
in the absence (filled diamond) or presence of 100 (filled circle) or 200 (open circle) nM SsHsp90
(dimer) as a function of time. Bovine serum albumin (BSA, 100 nM; open diamond) was used as
a negative control. SsHsp90, but not BSA, protected CS from aggregation.
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Table 1. SsHsp90 identity with other Hsp90s from plants.

Hsp90 Organism Number of Accession Identity
residues number

Hsp85 Sorghum bicolor 698 XM 002444759 99%
Hsp90-1 Zea mays 697 FJ804741 98%
OsHsp90 Oryza sativa 694 NP 001062159 95%
CsHsp90 Citrus sinensis 700 AFF58924 93%
AtHsp90- 3 Arabidopsis thaliana 699 BAB09283 92%
AtHsp90- 2  Arabidopsis thaliana 699 BAB09285 92%
AtHsp90- 4 Arabidopsis thaliana 699 BAB09282 91%
AtHsp90- 1  Arabidopsis thaliana 705 BAA98082 87%
Hsp82 Saccharomyces cerevisiae 709 P02829 64%

HtpG Escherichia coli 624 POA6Z3 37%

Fig.1
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Supplementary material

Table S1. Purification summary of SsHsp90 per 1 L of culture.

Purification Step Total protein"’b SsHsp90b Purity
(mg) (mg) (%)
Soluble lysate 267 131 49
Affinity chromatography 52 34 66
Size chromatography 26 25 96

Errors are less than 4%. ®Approximately 3 g of cells (1 L of culture) was lysed by sonication.
®SsHsp90 concentration was determined by the absorbance at 280 nm, and the total protein
concentration was measured by the Bradford protein assay (see Materials and Methods).
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Fig. S1. Nucleotide and amino acid sequence of SsHsp90. The GenBank accession number
for the cDNA coding for sugarcane Hsp90 is JX992841. SsHsp90 has 698 residues and a
predicted molecular mass of 80.1 kDa. Tryptophan residues (seven) are underlined. For
purification purposes, a MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH tag was added to the N-terminus (not
shown). N-terminal domain, gray; M domain, inside black squares; C-terminal domain, gray with
white letters. The amino acid sequence in black and italic letters, corresponds to the charged
and unstructured linker region.

ATGGCCTCGGAGACGGAGACGTTCGCCTTCCAGGCGGAGATCAACCAGCTGCTCTCGCTCATCATCAACACCTTCTACTCCAACAAGGAGATCTTCCTCAGGGAGCTCATCTCCAACTCC
M A S ETETVFA AUV FOQAETINAO QTLIULS SULTITINTUFYSNIKETIUZ FIULRZRETLTISN S

TCCGATGCCTTGGACAAGAT CAGGTTCGAGAGCCTGACTGACAAGAGCAAGCTGGATGCCCAGCCAGAGCTGTTCATCCACATTGTCCCTGACAAGGCCAACAACACGCTGACCATCATT
SEPDFATE DK T ROFVE USOLER DK S KL DR AN O PR LR T VP D RCATNO NS LT T

GACAGTGGCATTGGTATGACCAAGTCGGACCTTGTGAACAACCTTGGTACCATTGCCCGGTCCGGCACGAAGGAGTTCATGGAGGCGCTGGCTGCCGGTGCTGACGTGTCCATGATTGGC
DS G I GMT K S DULVNNILGTTIA AR SGTI KETFMEA ALA AATGA ATDUV S MTIG

CAGTTTGGTGTCGGTTTCTACTCGGCCTATCTTGTTGCTGAGAGGGTTGT TGTGACCACCAAGCACAACGATGATGAGCAGTACGTGTGGGAGTCTCAGGCTGGTGGCTCCTTCACTGTC
Q F G VG F Y S A YLVAEWZRUVVVTTI K HNUDUDEU GQYVWES QAU GG SV FTUV

ACACGTGATACCTCTGGGGAGCAGCT TGGCAGGGGTACCAAGGTGACCCTCTACCTCAAGGATGATCAGT TGGAGTACCTTGAGGAGCGCCGCCTGAAGGATCTGATCAAGAAGCACTCA
T R DTS GE QL GRGTIKUVTULYULI KU DUDU G QTLEY YTULETEIZRI RILIKIDTILTIIKIKH S

GAGTTCATCAGCTACCCAATCTCTCTCTGGACTGAGAAGACTACTGAGAAGGAAATTTCTGATGATGAAGATGAGGAAGATAAGAAGGATGAGGAGGGCAAGGTTGAGGATGTTGACGAG
E F I 8 ¥ P I S L WTUEIKTTEUJKETI S DDEUDTETEUDIXU KUDETZEGIU KV E DV DE

GAGAAGGAAGAAAAGGAGAAGAAAAAGAAGAAGATCAAGGAGGTTTCTCATGAGTGGCAGTTGGTCGACAAGCAGAAGCCAATCTGGATGAGGAAGCCTGAGGAGATCACCAAGGAAGAG
E K E E K E K K K K K I K EV s HEW QL VDK QX P I WMZRBRIKUPEETITIXKEE

L E F KAV LVF VP KU RAP
TTTGACCTCTTTGACACCAGGAAGAAGCTGAACAACATCAAGCTCTATGTGCGCCGTGTCTTCATCATGGACAACTGCGAGGAGCTTATCCCTGAGTGGCTGAGCTTTGTCAAGGGCATT

IF D L F D T R K K L N N I K L Y V R R V F I M D N C E E L I P E W L S F V K G II

GTTGACTCTGAGGATCTCCCCCTCAACATCTCCCGTGAGACCCTCCAGCAGAACAAGATCCTCAAGGTCATCCGCAAGAACCTTGTCAAGAAGTGCATCGAGCTGTTCTTTGAGATTGCT
IV DS E DL PLNTISRETULOQ QNI KTIULI KUVIRIKNILUVI K KT CTIUETLTFFE I AI

E N K E D Y N K F Y E A F S K N L KL G I HED S T NR T K I A ETLTLR Y H S T

AAGAGTGGAGATGAGCTGACCAGCCT GGACTATGTGACGAGGATGAAGGAGGGCCAGAATGACATCTACTACATCACTGGTGAGAGCAAGAAGGCTGTGGAGAACTCTCCGTTCCTT
K S G D E LT S L KDY VT RMIEKET G ONDTIY Y I TGE S KK AV ENSUZPF L
GAGAAGCTGAAGAAGAAGGGCTACGAAGTTCTGTACATGGTGGATGCCAT TGATGAGTATGCTATTGGCCAGCTGAAGGAGTT TGAGGGCAAGAAGCTCGTCTCTGCCACCAAGGAGGGC
IE K L K K K G Y E vL YMVDATIUDEYATIGU QUL KEFEGI K KIULV S A TK E GI
CTGAAGCTTGATGAGAGCGAGGACGAGAAGAAGAAAAAGGAAGAGCTCAAGGAGAAGT TCGAGGGCCTCTGCAAGGT GATCAAGGAGGT GCTGGGCGACAAGGTGGAGAAGGTGGTGGTC

IL K L D E S E D E K K K K E E L K E K FII G L ¢ K VvV I K E V L G D K V E K V V
TCTGACCGTGTGGTGGACTCCCCCTGCTGCCTCGTCACGGGTGAGTACGGCTGGACTGCTAACATGGAGAGGATCAT GAAGGCCCAGGCGCTCAGGGACTCCAGCATGTCTGGGTACATG
s D R V vV DS P C C L VT GE Y G W TANME RTIMIEKAU QA ATLURUDSS M S G Y

TCCTCCAAGAAGACGATGGAGATCAACCCTGAGAACGCCATCATGGAGGAGCTGCGCAAGCGTGCGGAGGCCGACAAGAACGACAAGTCTGTCAAGGACCTTGTCATGCTGCTGTTCGAG

S S K K T M E I N P E N A I M E ELRKURAEAUDI KNDI K S V KDULUVMIL L F K

ACGGCGCTGCTCACCTCTGGCTTCAGCCTCGACGACCCCAACACCT TCGGCAGCCCCATCCACCGCATGCTCAAGCTGGGCCTGAGCAT CGATGAGGACGAGGCCCCTGAGGCTGACACC
A L L T S 6 F S L. DD PNTF G S P I HRMILIKILGIUL S IDEDEAUZPEAD

GACATGCCCCCTCTGGAGGACGACGCTGGCGAGAGCARGATGGAGGAGGTCGACTAA 2097
b M P P L E D DA G E S KM E E V D 698
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Fig. S2. SsHsp90 purification followed by SDS-PAGE. Mr, molecular mass marker (masses
in kDa on the left); lane 1, soluble fraction from bacterial lysates; lane 2, sample purified by
affinity chromatography; lane 3, sample purified by filtration chromatography. The arrow
indicates SsHsp90 that was more than 92% pure and purified with a yield of approximately 25
mg/L of culture (see Table S1).
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Fig. S3. Urea-induced unfolding. Urea-induced unfolding of SsHsp90 was followed by circular
dichroism at 222 nm (closed square) and by fluorescence of tryptophan (open circle). Each
curve is the average of three experiments, and errors are less than 3%. The urea concentrations
at the midpoint of the transition were 4.0 M for fluorescence and 4.5 M for CD.
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Fig. S4 A). Profile of cross-linked lysines. SsHsp90 was subjected to a chemical reaction
between disuccinimidyl suberate and Lys residues. This reaction allowed two Lys residues up to
24 A away from each other to become cross-linked. The map of cross-linked Iysmes was
generated after trypsin digestion and peptide analysis by LC-MS/MS. B) Trp residues in blue
and ‘dead-end’ lysines exposed to the solvent are indicated in red. C) H/D exchange map as a

function of time.
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4.3 Discussao: Caracterizacao conformacional e funcional de Hsp90 de
cana-de-agucar

A proteina Hsp90 de cana-de-agucar foi denominada SsHsp90 por ter sido
igualmente obtida a partir de biblioteca de cDNA de cultivares hibridos S. officinarum e
S. spontaneum (Vettore et al., 2001) e com base na nomenclatura atual desta familia de
chaperonas em plantas (Krishna e Gloor). A SsHsp90 apresentou estrutura secundaria
similar a Hsp90 da dicotiledénea Citrus sinensis e das trés homodlogas que ja tiveram
sua estrutura cristalografica resolvida, Hsp90 de Saccharomyces cerevisae, a paraloga
de reticulo endoplasmatico GRP94 de Canis Ilupus familiaris, e a HipG de E.coli
(Mendonca e Ramos 2012; Mayer 2010; Ali et al., 2006; Dollins et al., 2007, Shiau et al.,
2006). Adicionalmente, a SsHsp90 mostrou-se bastante estavel com o aumento da
temperatura, ndo perdendo estrutura secundaria, acompanhada por sinal de CD a
222nm, apo6s aquecimento até 90°C (Cagliari, 2009), sugerindo uma fung¢ao de resposta
ao estresse pela SsHsp90 no organismo vegetal e sua alta estabilidade frente ao
aumento de temperatura.

O estado oligomérico das proteinas da familia Hsp90 é essencial para o
desempenho de suas fungbes (Minami et al., 1994). Experimentos de SEC-MALS
mostraram que a SsHsp90 migra como um dimero de massa molecular de 172 kDa,
estando de acordo como a massa molecular (MM) teérica predita de 164,6 kDa para o
dimero da proteina contendo cauda de histidina, e corroborando dados obtidos para as
proteinas homologas como a de C. sinensis e S. cerevisiae (Mendonga e Ramos 2012).

Visando contribuir com informacdes a respeito de caracteristicas conformacionais
da Hsp90, uma vez que até o momento a maioria dos dados estruturais sobre esta
familia de proteinas tem sido restrito aos dominios isolados, devido a sua grande
dimensdo e ao grau de flexibilidade conformacional, foram realisadas andlises de
ligacdo cruzada acoplado a espectrometria de massas. A ligacdo cruzada é uma
modificacdo quimica onde as cadeias laterais de dois aminoacidos na superficie da
proteina que estejam espacialmente préoximas sao ligadas covalentemente por meio de

um agente de ligacdo cruzada. O mapeamento das ligagbes cruzadas com distancias
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topoldgicas de até 24 A, correspondente a distancia maxima da cadeia espacadora do
agente de ligacdo cruzada utilizado, suberato de disuccinimidila (DSS), e a
determinacdo de sitios de acessibilidade ao solvente, permitiram validar, juntamente
com mapas de Ramachandram (Ramachandran et al 1963) um modelo tridimensional
da SsHsp90 gerado pelo software Modeller (Sali e Blundell 1993). O modelo do dimero
foi utilizado para o calculo de parametros hidrodinamicos utilizando o programa de
predicdo Hydropro10 (Ortega et al., 2011), resultando em valores de coeficiente de
difusdo e raio hidrodindmico muito semelhante aos obtidos experimentalmente neste
trabalho para SsHsp90, e para a homdéloga de laranja (Mendonca e Ramos, 2012),
considerando as caracteristicas da proteina em solucao, tais como sua flexibilidade e
mudancas conformacionais como estado fechado e aberto do dimero (Jackson, 2012),
e a camada de solvatacao da proteina em solugédo (Cantor e Schimmel, 1980).

Para verificar se a proteina citosélica SsHsp90 estava sendo expressa no
organismo de origem, ensaios de imunodetecgao foram realizados com a utilizagéo de
anticorpo policlonal produzido anteriormente para Hsp90 de laranja cuja identidade com
SHsp90 é de 93% (Mendonga e Ramos, 2011). Foi detectada uma banda definida por
‘immunoblotting”, com massa molecular aparente esperada de 90kDa, indicando a
expressao da SsHsp90 em tecido foliar da cana-de-agucar, sob condigdes controladas
de crescimento (sem inducdo de estresse). A presenca de RNAm de Hsp90
citoplasmatica de cana-de-aglcar havia sido reportada, correspondendo a 4 clusters
codificantes de Hsp90, podendo expressar até 9 proteinas diferentes (Borges et al.,
2001; Borges et al., 2007). ESTs relacionadas a familia Hsp90 foram encontradas em
todos os tecidos estudados no projeto SUCEST, destacando a importancia destas
proteinas para cana-de-acucar (Borges et al., 2001; Borges et al., 2007). Ainda em
cana-de-agucar, transcritos de Hsp90 foram encontrados em plantulas submetidas ao
choque de baixa temperatura a 0°C (Nogueira et al., 2003). Comparativamente ao
resultado obtido no presente estudo, uma expressao constitutiva de Hsp90 também
ocorre na graminea Sorghum bicolor (Virdi et al., 2009), e na dicotiledénia C. sinensis
(Mendonga e Ramos 2012). Em A. thaliana, transcritos da isoforma Hsp90-3, que
apresenta a maior identidade de aminoacidos em relacao a Hsp90 de cana-de-acucar
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(Tabela 1 do item 4.2), foram detectados em todo organismo, com maior abundancia
em raiz e flores (Yabe et al., 1994), sendo que os niveis de transcritos apresentam-se
moderadamente aumentados apds tratamento hormonal, na presenca de metais
pesados, choque osmotico, e choque térmico (Milioni e Hatzopoulos,1997). A proteina
ortéloga HipG de procarioto também apresenta expressdo constitutiva, sendo muito
baixa em condicbes normais de crescimento, e elevada apds choque térmico e outras
situacdes de estresse (Mason et al., 1999). Proteinas da familia Hsp90 de mamiferos
sdo abundantes em condicbes normais, reforcando a hipétese que a proteina
desempenha uma importante funcao nestes organismos (Bardwell e Craig, 1988; Lai et
al., 1984; Buchner, 1999).

Plantas em geral apresentam isoformas da proteina Hsp90 com alta similaridade
(90+5%) (Sangster et al., 2008; Queitsch et al., 2002), entretanto, a diversidade de
expressao e localizacdo subcelular indicam uma variedade de mecanismos moleculares
para o desempenho de suas fungdes. Testes de complementacao de fendtipo de
levedura revelaram diferengas funcionais entre isoformas de Hsp90 de A. thaliana frente
aos estresses osmdtico, oxidativo, e térmico (Song et al., 2010; Xu et al., 2010). A
resposta e resisténcia a patdégenos também indicam diferencas funcionais entre as
isoformas e espécies vegetais (Kanzaki et al., 2003; Lu et al., 2003; Sangster et al.,
2007; revisado em Kadota e Shirasu 2012). Andlises diretas da funcdo de Hsp90 em
planta foram realizadas em A. thaliana superexpressando Hsp90, e foi observado um
aumento de sensibilidade ao sal e estresse hidrico nestes transgénicos (Song et al.,
2009). Também foi demonstrado que a superexpressao de Hsp90 de arroz foi
importante para termotolerancia de E. coli (Liu et al 2009). Recentemente foi observado
um fenotipo de alteragdo nos niveis de transcritos de proteinas relacionadas a resposta
imune e fotossintese em A.thaliana transgénicas de Hsp90. Estes transgénicos também
exibiram diferengas nos estagios iniciais do desenvolvimento em relagdo ao controle, e
uma maior susceptibilidade a alta temperatura (Gongalves, 2012). Todos estes dados
indicam o papel fundamental da Hsp90 na manutencdo da homeostase do organismo
vegetal, uma vez que alteragdes de sua expressao/inativacdo afetam varias vias ou

fenétipos em plantas, sendo seus niveis criticos para respostas frente ao estresse. No
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presente trabalho, com o intuito de investigar a fungcdo da SsHsp90 de proteg¢édo contra
agregacao protéica induzida por alta temperatura, a proteina citrato sintase (CS) foi
utilizada como modelo de substrato em ensaios in vitro. A SsHsp90 apresentou uma
eficiéncia semelhante a encontrada para homélogas citosélicas de laranja, de levedura,
bovina, e do parasita Leishmania braziliensis (Mendonga et al., 2012; Jakob et al.,
1995; Silva et al., 2003), mas superior a bacteriana (Jakob et al., 1995) e a de reticuo
endoplasmatico humana (Krukenberg et al., 2009), cuja identidade com as isoformas
citosolicas é em média inferior a 40% (Fig. S5). A SsHsp90 mostrou-se resistente a
47°C, ndo sendo agregada nesta temperatura, conforme esperado pela sua estabidade
térmica até 90°C (discutido acima). A adicao de albumina bovina sérica no lugar da
SsHsp90, ndo ocasionou alteragdao na cinética de agregacao da CS, mostrando que o
efeito observado de estabilizagdo na presenca de Hsp90 n&o se tratava de um artefato
experimental. Em relacdo ao dominio da Hsp90 envolvido na atividade de protecéao
contra agregagao da CS, existem divergéncias entre as espécies estudadas, havendo a
possibilidade de existirem 2 sitios de ligacao ao substrato na Hsp90: no C-terminal e no
N-terminal; e que a ligacdo ao substrato pela Hsp90 varia entre os diferentes
organismos e entre os diferentes substratos e grau de desenovelamento (Young et al.,
1997). A Hsp90 alfa humana (Yamada et al., 2003) e a Hsp90 de levedura (Scheibel et
al., 1998; Wayne e Bolon, 2010) requerem o dominio C-terminal para proteger a citrato
sintase contra a agregacao. Contudo, Silva e colaboradores (2013) demonstraram que
a Hsp90 sem o dominio C-terminal de Leishmania braziliensis apresentou atividade de
protecdo contra agregacdo da CS. Ja a sequéncia da regiao carregada e
desestruturada entre o N-terminal e o dominio central, parece influenciar na modulacao
da atividade chaperona da Hsp90, uma vez que foi observada sua contribuicdo para a
flexibilidade da proteina levando a mudangas conformacionais da Hsp90(Meyer et al.,
2003, Wayne e Bolon, 2010; Tsutsumi et al., 2012). As diferencas na atividade protecao
contra agregacao da CS comparadas entre as isoformas citoplasmaticas em relacao a
bacteriana e organelar humana (acima discutidas) podem estar relacionadas com
diferentes mudancas conformacionais destas proteinas (formas mais estendidas ou

compactas do dimero), conforme observado em HtpG de E. coli selvagem e mutantes
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(Krukenbergt et al., 2009). Desta maneira, faz-se necessario um mapeamento da
sequéncia presente no dominio de interagdo entre SsHsp90 e o substrato CS, como um
modelo de modo de atuagdo da Hsp90, e que podera ser realizado como uma proxima
etapa deste trabalho, por meio de analises de ligagdo cruzada acoplada a
espectrometria de massas.

As proteinas Hsp90 de plantas ainda foram pouco caracterizadas, contudo um
interesse particular em estudos com membros desta familia em organismos vegetais
esta relacionado com seu importante envolvimento na resisténcia contra patégenos e
estresses térmico e hidrico, visando o desenvolvimento de cultivares mais resistentes. A
Hsp90 de cana-de-acucar € um alvo importante e a caracterizacao realizada neste
trabalho pode contribuir com informagdes para novas possibilidades de aplicagdes

biotecnoldgicas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. Hsp100 de cana-de-agucar

A proteina SHsp101 teve seu estado oligomérico determinado como um
hexamero em solucdo, com massa molecular estimada em 620 kDa e com
parametros hidrodindmicos semelhantes aos das proteinas homélogas de outros

organismos.

A SHsp101 apresentou 100% de saturagao de sinal de hidrogénio (STD-NMR)
por meio de transferéncia de magnetizacao da proteina para os ligantes ADP,
ATP e o analogo de hidrdlise lenta ATPyS, demosntrando a interacdo da

SHsp101 com os referidos nucleotideos.

Foi detectada a expressao da SHsp101 em tecido foliar de cana-de-acucar sob

condi¢gdes controladas de crescimento (sem inducao de estresse).

A SHsp101 apresentou atividade ATPasica, sendo maxima, nas condi¢des de
ensaio testadas, a 55°C.

A SHsp101 apresentou especificidade de hidrélise pelo ATP, nao sendo capaz
de hidrolisar ADP e AMP.

A atividade ATPasica da SHsp101 foi inibida completamente pelo etanol a 20%,
e parcialmente por baixas concentracdes (2 mM) de cloreto de guanidina.

A atividade ATPasica da SHsp101 analisada em diferentes concentracées de
ATP, apresentou uma cinética diferente de Michaelis-Menten, sendo inibida em
altas concentracoes de ATP.

A SHsp101 teve a atividade ATPasica inibida por ADP, mas n&o o suficiente para
causar a drastica inibicdo observada em altas concentragdes de ATP, uma vez
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que em reacdo contendo sistema regenerador do ATP, e consequentemente
auséncia do acumulo de ADP, a forte inibicdo continuou ocorrendo.

Na presenca de sistema regenerador de ATP, a atividade ATPasica da SHsp101
apresentou um perfil sigmoidal caracteristico de cooperatividade positiva sendo o
coeficiente de Hill = 3,8; Vma= 0,44 nmol Pi ug”’ min™'; e um K'y = 1,5 mM de
ATP.

A SHsp101 exibiu uma atividade chaperona de protecao do substrato-modelo

luciferase contra agregacao, independente de ATP.

A SHsp101 apresentou atividade de desagregacao e reativacdo do substrato-
modelo GFPuv, promovendo um aumento de aproximadamente 5 vezes na
intensidade da fluorescéncia da GFPuv desnaturada, dependente da presenca
simultanea de ATP e ATP,S na proporcao equimolar de 1:1, sugerindo uma
possivel relagcdo da atividade de desagregacdo com a atividade ATPasica de

maneira regulada.

Andlises de complementacdo in vivo revelaram que a superexpressao
heter6loga de SHsp101 em levedura mutante nulo de hsp104, aumentou a
termotolerancia da cepa submetida a 53°C, proporcionando um aumento
significativo da sobrevivéncia das leveduras: cerca de 80 vezes, correspondendo

a uma taxa de sobrevivéncia de 34%.

2. Hsp90 de cana-de-acucar

A proteina SsHsp90 teve seu estado oligomérico determinado como um dimero
em solugdo, com massa molecular (MM) estimada em 172 kDa, que esta de
acordo como a MM tedrica predita de 164,6 kDa para o dimero da proteina
contendo cauda de histidina.
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e Analises de ligacdo cruzada acoplada a espectometria de massas geraram
dados de conformagéo e de sitios de acessibilidade ao solvente que puderam
corroborar a validacdo de modelos de estruturas tridimensionais da SsHsp90
gerados utilizando-se programas de predicdo de estrutura de proteinas por
modelagem comparativa. O modelo validado da SsHsp90 apresentou parametros
conformacionais preditos semelhantes aos encontrados experimentalmente,

considerando as caracteristicas da proteina em solugéo.

e A SsHsp90 apresentou atividade chaperona eficiente de protegdo contra
agregacao da proteina-modelo citrato sintase (CS) desnaturada por choque
térmico, mostrando uma protecao de 100% quando em propor¢des equimolares
de 1:2 (CS:SsHsp90), e 70% quando na proporcao 1:1.

e A expressdo da SsHsp90 em tecido foliar de cana-de-agucar crescida em
condi¢bes controladas (sem inducao de estresse) foi detectada.

Este trabalho relata caracteristicas conformacionais e funcionais de duas
importantes chaperonas moleculares de cana-de-agucar, as proteinas de choque
térmico Hsp100 e Hsp90. Os resultados obtidos contribuem para um melhor
entendimento acerca destas familias de proteinas de organismos vegetais, um tema
ainda pouco investigado até o momento. Além disso, contribui com informagbes para o
desenvolvimento de novas tecnologias com aplicacdes médicas e biotecnolbgicas, tais
como a possibilidade de prevenir e/ou desfazer o enovelamento incorreto e a agregacao
de proteinas relacionadas a doencas humanas e de animais domesticados, bem como
produtos que possibilitem a geracdao de plantas mais resistentes ou tolerantes aos
diversos tipos de estresse.

A identificacdo da expressdo constitutiva destas proteinas no organismo de
origem e a determinacdo de suas atividades chaperonas em condicoes de altas
temperaturas sugerem uma grande importancia destas proteinas para a cana-de-agucar
tanto em condi¢cdes normais como em situacdes de estresse. As informacdes referentes
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7

ao estado oligomérico e conformacado destas proteinas é fundamental para a
compreensao de suas fungdes.

A caracterizacdo funcional da SHsp101 podera avangar por meio de analises
futuras, tais como: andlise estrutural e mutacional dos dominios desta proteina,
especialmente os dominios de ligacdo ao nucleotideo NBD1 e NBD2; anélise da
atividade desagregase na presenca de sistema auxiliar de desagregacao
Hsp70/40/smHsp de cana-de-agucar, bem como a caracterizagdo da interacdo deste
complexo; analises que relacionem a atividade ATPasica com a atividade chaperona,
um processo ainda nao elucidado completamente; e analises da capacidade de
desagregacao e cura de prions de levedura pela SHsp101, um efeito desconhecido
para estas proteinas de organismos vegetais.

A funcao de Hsp90 de cana-de-agucar podera ser estudada por meio de analises
in vivo de complementacao de levedura mutante nulo para hsp82. Além disso, a busca
por proteinas interatoras de cana-de-acucar, principalmente proteinas-chave envolvidas
com resposta aos diversos tipos de estresse, bem como 0 mapeamento das interagdes
por meio de andlises de ligagdo cruzada acoplada a espectrometria de massas, podera

ser de grande importancia para a compreensao dos mecanismos de defesa em plantas.
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