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RESUMO

A “RNase L inhibitor” (RLI) ¢ uma proteina altamente conservada em Eukaryota
e Archaea e foi primeiramente identificada em humanos, onde se mostrou reguladora da
via 2°-5” - oligoadenilato sintetase/ribonuclease L (OAS/RNase L), principal via
induzida por interferon. Novas fungbes tém sido descritas para RLI em diferentes
organismos, dentre elas o controle do silenciamento por RNA e resisténcia a virus.
Visando futuros estudos estruturais foi possivel subclonar a sequéncia que codifica para
0 dominio NBDs (Nucleotide Binding Domain) de AtRLI2 de Arabidopsis thaliana em
vetor de expressdo pET-28a(+) capaz de expressar a proteina NBDs ligada a um Hisg
tag. A proteina NBDs foi expressa e purificada por cromatografia de afinidade por
niquel em condigdo nativa utilizando detergente N-lauril-sarcosil, com um rendimento
da ordem de 8 mg/L e em condicdo desnaturante utilizando uréia, com um rendimento
da ordem de 10 mg/L. Para renaturacdo da proteina utilizou-se dATP e cloreto de
magnésio com posterior dialise obtendo-se uma diminuicdo significativa dos
corpusculos de inclusdo e 0 aumento da solubilidade da proteina produzida em condi¢éo
desnaturante. Para confirmar a presenca dos residuos Hisg tag em fusdo com a proteina
NBDs, testes de Western blot foram realizados utilizando extrato total das células
induzidas, a proteina purificada e a proteina originada da dialise. Foi possivel concluir
que houve o reconhecimento do anticorpo monoclonal anti-Hiss tag a proteina
confirmando o sucesso da obtencao e purificacdo da proteina fusionada a uma sequéncia
de 6 histidinas. Etapas posteriores de purificacdo, a partir da proteina NBDs obtida,
necessitam ser realizadas a fim de obter a proteina com grau de pureza significativo e

em quantidades suficientes para a realizacdo dos ensaios biofisicos e cristalograficos.

Palavras-Chave: RNase L inhibitor, AtRLI2, NBDs, FeS, Silenciamento por
RNA, purificacdo de proteina, Cristalografia de proteinas.
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ABSTRACT

The RNase L inhibitor (RLI) is a protein highly conserved in Eukaryota and
Archaea and it was first identified in humans acting as a regulator of Oligoadenylate
Synthetase/RNase L system (OAS/RNase L), the main pathway induced by interferon.
New functions have been described for RLI in different organisms, among them the
control of RNA silencing and virus resistance. In order to further structural studies
could subcloned the coding sequence for the domain NBDs (nucleotide-binding
domain) AtRLI2 of Arabidopsis thaliana in expression vector pET-28a (+) capable of
expressing the protein NBDs linked to a His6 tag. NBDs protein was expressed and
purified by affinity chromatography on nickel in native condition using detergent N-
laurylsarcosine with a yield of about 8 mg/L and denaturing conditions using urea with
a yield of about 10 mg/L. For renaturation of the protein was used dATP and
magnesium chloride with subsequent dialysis resulting in a significant reduction in
inclusion bodies and increasing the solubility of the protein produced in denaturant
condition. To confirm the presence of residues Hisg tag fusion protein with the NBDs,
Western blot tests were conducted using total extract of induced cells, the purified
protein and protein originated from dialysis. It was concluded that there was recognition
of the monoclonal anti-Hisg tag protein confirming the success of obtaining and
purification of protein fused to a sequence of 6 histidines. Later stages of purification
from the protein obtained NBDs are being conducted to obtain the pure protein in
sufficient quantities for the testing biophysical and crystallographic.

Keywords: RNase L inhibitor, AtRLI2, NBDs, FeS, silencing RNA, protein
purification, protein crystallography.
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1. INTRODUCAO
1.1. O inibidor de RNase L (RLI) e Suas Funcdes

O inibidor da ribonuclease L (RNase L inhibitor ou RLI), também denominado
nas suas formas homdlogas como ABCEL, RLI1, Pixie e HP68 (Zimmerman et al.,
2002; Kerr, 2004; Andersen e Leevers, 2007; Smirnova et al., 2008), possui a sequéncia
de aminoacidos conservada e é uma proteina codificada pelo genoma de todos os
Eukaryota e Archaea (Sarmiento et al., 2006; Karcher et al., 2008).

A RLI foi primeiramente identificada em humanos, onde mostrou ser um
importante mediador da via 2’-5’ - oligoadenilato sintetase (OAS)/ribonuclease L
(RNAse L) (sistema OAS/RNase L) (Bisbal et al., 1995; Braz et al., 2004; Kajaste-
Rudnitski et al., 2006). O sistema OAS/RNase L € parte da resposta imune inata
induzida por interferon e ativado por moléculas de RNA dupla fita (dSRNA) em
resposta a padrdes moleculares associados a patdgenos, e cuja atividade resulta na
degradacdo de RNAs de origem viral ou celular (Al-khatib, et al., 2003; Kajaste-
Rudnitski et al., 2006; Silverman, 2007). Interferons (IFNs) s&o moduladores da
resposta imune bem como controladores de véarias funcbes celulares. Atua regulando
negativamente a proliferacdo celular através da inducéo do ciclo celular e apoptose, e na
transcricdo de uma grande familia de genes envolvidos na diferenciacdo celular.
Quantidades infimas de dsSRNA no citoplasma sdo suficientes para induzir a sintese de
interferon e provocar alteracdes fisiologicas na célula bem como a degradacdo de RNA
viral invasor (Kumar e Carmichael, 1998; Roy et al., 2001; Kajaste-Rudnitski et al.,
2006).

A OAS e a ribonuclease L séo proteinas induzidas por interferon e ativadas
durante o processo de infecgdo por virus, que acumulam intermediarios de replicacdo na
forma de dsRNA, culminando na degradacdo de RNA viral (Samuel, 2001; Sadler e
Williams, 2008). Neste processo, moléculas longas de dsRNA (com mais que 30 pares
de bases) ativam a enzima OAS que converte ATP em oligoadenilatos com ligagédo
fosfodiesterase na por¢do 2°-5° (Hovanessian, 2007, Peters e Meister, 2007; Budt, et al.,
2009). As moléculas de dsRNA interagem com um dominio de ligagdo a RNA
composto por uma carga positiva nesta por¢do, € apds a ligagdo ao RNA, as 2’-5’
OASes polimerizam ATP em 2°-5 oligoadenilatos (2-5A) (Xiang et al., 2003, Liang et
al., 2006; Townsend et al., 2008). A ligacdo de 2-5A a RNAse L induz mudancas
conformacionais que levam a dimerizagdo e ativacdo de seu dominio endoribonuclease.

Na auséncia de 2-5A, a RNase L ¢ monomérica e inativa (Samuel, 2001; Townsend et
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al., 2008). A RNase L ativada pode entdo clivar especificamente RNAs virais bem
como MRNAs e rRNAs celulares, levando a inibicdo da sintese de proteinas virais e
estimulando a producdo de interferons e da proteina quinase dependente de dsRNA
(PKR) que leva a apoptose (Kumar e Carmichael, 1998; Bisbal et al., 2000; Kajaste-
Rudnitski et al., 2006; Liang et al., 2006; Silverman, 2007; Sadler e Williams, 2008,
Budt et al., 2009). Em contrapartida, a via de resposta contra virus mediada por IFNs
também pode ser desarmada por determinados virus como o Encephalomyocarditis
virus (EMCV) e o Human Immunodeficiency Virus (HIV), que inibem a RNase L
atraves do aumento da expressdo da RLI, provocando assim a inibicdo do sistema
OAS/RNase L (Bisbal et al., 2000).

A RLI pode formar um complexo com a RNAse L, e portanto, levar a inibicdo da
sintese de proteinas do sistema OAS/RNase L (Silverman, 2007). A acéo inibitoria da
RLI sobre a RNase L parece estar, provavelmente, relacionada ao bloqueio da ligacao
de 2-5A a RNAse L. Entretanto, tanto o sistema OAS/RNase L quanto a proteina RNase
L sdo componentes descritos somente em mamiferos, e genes homdlogos a RNase L sdo
encontrados somente em Tetrdpodes. A RLI, porém, é encontrada em todos os
eucariontes e Archaea. Portanto, somente a funcéo regulatoria da RLI ndo esclarece sua
conservagdo em outras espécies indicando que a mesma pode desempenhar outros
papéis em outros organismos (Braz et al., 2004; Sarmiento et al., 2006; Andersen e
Leevers, 2007).

Apesar de ainda ndo se ter uma idéia precisa do papel que a RLI desempenha na
fisiologia celular, cresce o nimero de evidéncias sugerindo um papel fundamental para
esta proteina em diferentes organismos (Sturm et al., 2009). Uma fun¢do comum para a
RLI nos dominios Eukaryota e Archaea é desconhecida, no entanto, em Saccharomyces
cerevisiae e Caenorhabditis elegans, uma forma homologa de RLI conhecida como
RLI1 (ou RLI1p) esta envolvida na iniciacdo da traducédo, biogénese de ribossomos e
sintese de proteina (Dong et al., 2004; Zhao et al., 2004; Chen et al., 2006; Andersen e
Leevers, 2007). Em S. cerevisiae a RLI se liga aos fatores de iniciacdo da traducédo elF2
e elF5, e forma parte do complexo de pré-iniciacdo necessario para a traducdo do
MRNA (Dong et al , 2004; Chen et al., 2006). Em C. elegans, as regifes promotoras de
genes que codificam RLI dirigem a expressdo do gene repérter GFP (green fluorescent
protein) em hipodermes, faringe, vulva, cabeca e neurbnios indicando uma funcéo
essencial de RLI em todos os estagios de desenvolvimento (Zhao et al., 2004). Também

foi demonstrada a atuacdo da RLI no desenvolvimento embrionario em Xenopus laevis
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(Andersen e Leevers, 2007). Essas fungdes fundamentais explicam a alta conservagéo
de outra forma homologa de RLI em Drosophila, denominada Pixie (67 % de
identidade com a RLI humana), que pode ser isolada de células em complexo com o
fator de iniciacdo da traducdo elF3 e proteinas ribossomais de pequenas subunidades,
reforcando seu papel na biogénese de ribossomos e iniciagdo da traducdo (Andersen e
Leevers, 2007). A diminuicao de Pixie mediada por RNAI (RNA de interferéncia) reduz
a traducdo global da célula (Coelho et al., 2005). Essas e outras observacdes também
sugerem que o impacto sobre o crescimento resulta de um efeito da RLI sobre a sintese
protéica (Andersen e Leevers, 2007).

Recentemente em humanos, a RLI foi encontrada desempenhando um papel
critico no processo de formacao do capsideo do Human Immunodeficiency Virus tipo 1
(HIV-1) (Lingappa e Thielen, 2009). Estudos sugerem um modelo no qual a RLI,
conhecida neste caso como HP68 (para Human Protein 68 kDa), se associa pos-
transcricionalmente a polipeptidios Gag (p55), presentes na montagem de capsideos
imaturos de HIV e outros lentivirus primatas, e promove mudangas conformacionais
dependentes de ATP funcionando como uma chaperona durante a formacéo do capsideo
viral (Zimmerman et al., 2002; Dooher e Lingappa, 2004; Chen et al., 2006; Lingappa
et al., 2006; Smirnova et al., 2008). Em individuos com Chronic Fatigue Immune
Dysfunction Syndrome (CFIDS), uma desordem caracterizada por fadiga debilitante
associada com anormalidades imunologicas e cognitivas, a super expressdo da 2’-5’
OASes esté associada a um aumento na atividade da RNase L e a um decréscimo da
RLI (Vojdani et al., 1998; Nijs, 2005).

Outra fungdo recentemente descrita para RLI em humanos esta associada ao risco
de cancer de prostata. O gene que codifica para a RNAse L tem sua localizagdo no
cromossomo 1g23-g25, uma regido associada a um locus de suscetibilidade ao cancer
de prostata (Chen et al., 2003; Shea et al., 2008). Devido ao papel que a RLI
desempenha na fungdo da RNAse L, e a localizacdo de seu gene numa regido implicada
no risco de cancer de prostata, € possivel inferir que uma variacdo no gene que codifica
para a RLI aumenta o risco para este tipo de cancer (Shea et al., 2008).

No genoma de plantas superiores como Oriza sativa (arroz) e Arabidopsis
thaliana existem trés formas paralogas para o gene que codifica a RLI (AthaRLI1-
At3g13640; AthaRLI2- At4g19210 e AthaRLI3-At4g30300).

O fato de uma RLI de Arabidopsis (AtRLI2) ter sua expressdo induzida em varias
linhagens de plantas com silenciamento por RNA indica que esta proteina pode atuar
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nesse mecanismo (Braz et al., 2004). Estudos do padrdo de expressao do gene atharli2
indicam uma expressao ubiqua em todos os orgdos de A. thaliana e durante os estagios
de diferenciagéo celular.

A ideia de uma provavel atuacdo da RLI nas vias de silenciamento por RNA é
reforcada por duas evidéncias importantes: 1°) moléculas de dsRNA também induzem a
expressao da RLI em células HeLa (Martinand et al., 1998) 2° em estudos de
agroinfiltragdo em Nicotiana benthamiana, a AtRLI2 foi capaz de suprimir o
silenciamento por RNA pela diminuicédo, a nivel local e sistémico, dos pequenos RNAS
interferentes (SIRNA) (Sarmiento et al., 2006). Entretanto, mais estudos sdo necessarios
para determinar o mecanismo pelo qual a AtRLI2 atua na supressdo silenciamento por

RNA em planta.

1.2. O Silenciamento por RNA

O silenciamento por RNA é um mecanismo de regulacdo da expressdo génica a
nivel transcricional e pos-transcricional que consiste na degradacdo sequéncia-
especifica de genes homologos em resposta a moléculas de dsRNA em plantas, fungos e
animais (Sarmiento et al., 2006; Ding e Voinnet, 2007; Nowotny e Yang, 2009;
Padmanabhan et al., 2009). O silenciamento por RNA atua, no contexto celular
enddgeno, contra virus e transposons, na formacdo de heterocromatina, silenciamento
do centrdmero, regulacdo da expressdo génica, controle do metabolismo, crescimento e
diferenciacéo celular, colaborando assim para a manutencao e integridade do genoma
(Hannon, 2002; Dawe et al., 2003; Almeida e Allshire, 2005; Jones-Rhoades et al.,
2006; Grewal e Elgin, 2007; Gregory et al., 2008; Gomase e Tagore, 2008; Jinek e
Doudna, 2009).

As vias de silenciamento em plantas, fungos e animais compartilham um
conjunto de proteinas relacionadas, sugerindo aspectos comuns no mecanismo de acao,
e evidenciando tratar-se de uma aquisicdo ou inovacdo eucariética (Zamore, 2002). O
silenciamento por RNA foi primeiramente descoberto em plantas de petunia, onde foi
observada a supressdo da expressdo do gene que codifica a chalcona sintase (CHS)
responsavel pela biosintese de flavondides. O fendmeno observado, denominado co-
supressdo, resultou na producdo de pettnias com flores brancas ao contrario de sua
coloracéo violeta original, sugerindo um sistema de silenciamento génico (Napoli et al.,
1990; Baulcombe, 2002; Shrey et al., 2009). Fenémenos com caracteristicas similares

ao observado em petunias foram descritos em outros organismos, recebendo diferentes
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denominag6es. Em plantas, foi chamado PTGS (post transcriptional gene silencing);
em fungos, “quelling” e em animais e eucariontes inferiores, RNAi (RNA interference).
Entretanto, silenciamento por RNA e RNA de interferéncia s&o 0s termos mais
comumente usados para descrever 0s mecanismos de silenciamento génico guiado por
moléculas de RNA dupla fita (Nakayashiki, 2005; Grishok, 2005; Kauvi et al., 2005; Li
e Ding, 2005; Aravin e Tuschl, 2005; Sarmiento et al., 2006). Nos Ultimos anos,
diversos trabalhos tém demonstrado a aplicacdo desse sistema altamente conservado de
resposta a dsRNA ndo somente na gendmica funcional, mas também na terapéutica de

doencas genéticas cujo alvo € o mRNA (Li e Ding, 2005; Gomase e Tagore, 2008).

1.3. O Mecanismo de Silenciamento por RNA

No silenciamento por RNA, a presenca de moleculas de dsRNA dispara uma
cadeia de eventos que culmina na degradacdo sequéncia especifica de moléculas de
RNA homdlogas ao dsRNA ativador (Vaucheret et al., 2001; Waterhouse et al., 2001;
Hannon, 2002). A grande especificidade de reconhecimento das seqiiéncias alvo é uma
das caracteristicas que mais se destaca nesse mecanismo. Tal especificidade é fornecida
por pequenas moléculas de RNA de ~21 a 24 nts (nucleotideos), produzidas a partir de
dsRNA longos, que quando em fita simples pode formar um duplex com a molécula de
RNA alvo (Dougherty e Parks, 1995; Sijen et al., 1996; Hamilton e Baulcombe, 1999;
Waterhouse et al., 2001; Hannon, 2002). Na realidade, existem trés principais classes
desses pequenos RNA reguladores nas células: os pequenos RNAs interferentes
(sSiRNAs), os micro RNAs (miRNAs) e os PIWI interacting RNAs (piRNAS), que se
diferenciam entre si essencialmente por sua biogénese e precursores utilizados
(Baulcombe, 2004, Gregory et al., 2008). Essas moleculas conferem especificidade de
seqliéncia para varios complexos inibidores, e podem guiar o silenciamento génico pés-
transcricional (PTGS) pela clivagem ou degradacdo do mRNA, a inibicdo da traducéo, e
o silenciamento génico transcricional (TGS) por metilacdo e/ou alteracdo da cromatina
em torno do sitio de ligacdo (Small, 2007, Hutvagner e Simard, 2008; Siomi e Siomi,
2009). Dependendo do organismo e da molécula de dsRNA envolvida, o silenciamento
pos-transcricional pode se processar por dois mecanismos: clivagem sequéncia
especifica e degradacdo do mRNA e/ou repressao da traducdo (Zamore, et al., 2000;
Matzke e Birchler, 2005; Wassenegger, 2005; Castanotto e Rossi, 2009).

Estudos relatam a possibilidade de que proteinas possam reconhecer 0 DNA

cromossomal através do RNA sugerindo que essas moléculas possam promover o
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silenciamento a nivel transcricional. Guang e colaboradores (2008), buscando fazer uma
triagem genética para identificar fatores essenciais para 0 RNAIi no nucleo em C.
elegans, identificou a proteina Argonaute NRDE-3 que liga sSiRNA ao RNA molde no
citoplasma, e o redistribui para o ndcleo onde atua na regulacdo da expressdo génica
(Guang et al., 2008).

O processo basico de RNA de interferéncia consiste em duas fases — a fase de
iniciacdo, e a fase efetora (Shrey et al., 2009). Na fase de iniciacdo as moléculas
ativadoras de dsRNA longas sdo expressas ou introduzidas no contexto celular. Esses
dsRNAs sdo processados por uma ribonuclease do tipo Il denominada DICER ou
DICER-LIKE (DCL) que produz, dependendo da isoforma, pequenos RNAs de ~21 nts
com dois ou trés nucleotideos protuberantes na regido 3’ e um grupo fosfato na porgao
5’ que sdo necessarios para a indug¢do do complexo de silenciamento (Hammond et al.,
2000; Zamore et al., 2000; Bernstein et al., 2001; Elbashir et al., 2001; Tang et al.,
2003, Jones-Rhoades et al., 2006; Li et al., 2007; Peters e Meister, 2007; Siomi e Siomi,
2009; Shrey et al., 2009).

Na fase efetora, esses pequenos RNAs de dupla fita (miRNA ou siRNA) sdo
reconhecidos e associados a dominios especificos de uma endonuclease do tipo Il
denominada Argonaute (AGOZ2), sendo entdo incorporados a um complexo multi-
enzimatico chamado RNA induced silencing complex (RISCs). Uma vez incorporado ao
complexo AGO2-RISC, o RNA de dupla fita é desenovelado e somente a fita antisenso
de ~21 nts é mantida no complexo. Esse processo ocorre de forma dependente de ATP e
da atividade de uma RNA helicase. A fita de RNA antisenso é entdo usada para guiar o
complexo RISC, ativo, a molécula complementar do mRNA alvo, desencadeando assim
o silenciamento (Hammond et al., 2000; Mao et al., 2007; Kawakami e Hashida, 2007;
Peters e Meister, 2007; Gregory et al., 2008; Siomi e Siomi, 2009; Jinek e Doudna,
2009; Carthew e Sontheimer, 2009). Cabe ressaltar que a por¢do 5° da molécula
antisenso de um siRNA funcional é termodinamicamente menos estavel do que a por¢édo
5’ da molécula senso, sendo esse o fator chave para selecdo da molécula antisenso como
guia pelo complexo RISC. A fita senso por sua vez é clivada por outras proteinas AGO
(Shrey et al., 2009).

Numa ultima etapa, a molécula guia de RNA antisenso é capaz de formar um
duplex com a molecula complementar do mRNA alvo, e em seguida, pela acdo da
proteina Argonaute (AGO2) presente no RISC ativado, ocorre a clivagem do mRNA
homologo. A especificidade do mecanismo é, portanto, determinada pelas moléculas de
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RNA antisenso presentes em RISC (Hutvagner e Simard, 2008; Siomi e Siomi, 2009), e
que sdo complementares a molécula de mMRNA alvo. Se a complementaridade para tal
for perfeita, como ocorre com os siRNAs, a fita de mRNA € clivada rapidamente por
AGO?2 que reconhece a regidao 3’ desprotegida (Aigner, 2007; Hutvagner e Simard,
2008; Siomi e Siomi, 2009; Shrey et al., 2009). Se a complementaridade ndo for
perfeita, como acontece com 0s mMIRNAs, o complexo AGO2-RISC blogueia a
traducdo. A repressdo da traducdo e a degradacdo do RNA ocorrem quando as
moléculas de RNA guias tém somente complementaridade limitada a regido alvo, com o
pareamento de bases ocorrendo usualmente na regido 3’ ndo traduzida (Zamore et al.,
2000, Matzke e Birchler, 2005, Wassenegger, 2005; Aigner, 2007; Hutvagner e Simard,
2008; Siomi e Siomi, 2009; Castanotto e Rossi, 2009). Além da repressao traducional,
0s MiIRNAs podem também mediar a degradacdo de mRNA em compartimentos
citoplasmaticos conhecidos como processing bodies (P-bodies) (Liu et al., 2005; De
Fougerolles et al., 2007).

1.4. Outros Supressores Enddgenos de Silenciamento por RNA em Plantas

O PTGS foi o primeiro sistema reconhecido como mecanismo de resposta imune
de planta contra infecg¢éo viral (Ding e Voinnet, 2007). Embora as plantas e demais
eucariontes utilizem o silenciamento por RNA como mecanismo de defesa contra virus,
muitos virus escapam deste sistema e se mostram capazes de suprimi-lo pela producao
de supressores de silenciamento (Sarmiento et al., 2006; Gy et al., 2007). Embora
inimeros supressores virais exdgenos de silenciamento tenham sido descritos
(Baulcombe, 2002, Sarmiento et al., 2006, Umbach e Cullen, 2009), pouco se sabe
sobre os supressores enddgenos do silenciamento em plantas.

O primeiro destes supressores foi identificado em tabaco, sendo denominado rgs-
CaM. Trata-se de uma calmodulina capaz de interagir com o supressor viral HC-Pro
(helper componente proteinase) codificado pelos potyvirus (Anandalakshmi et al.,
2000). Posteriormente, observou-se que mutacdes introduzidas no promotor do gene
xrn4, que codifica a exorribonuclease XRN4 de Arabidopsis thaliana, promovem
silenciamento em RNA polimerases dependente de RNA (RdRPs) através da
degradacdo de mRNA moldes para essas enzimas (Gazzani et al., 2004). Além disso,
mutacbes no gene ENHANCED SILENCING PHENOTYPE (ESP) que codifica
proteinas envolvidas no processamento de RNA em Arabidopsis thaliana. Na auséncia

dessas proteinas ocorre a formacao aberrante da regido 3’ ndo traduzida de moléculas de
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RNA e como consequéncia, conduzem ao silenciamento (Herr et al., 2006).
Recentemente, foram descritos trés novos supressores enddgenos de PTGS em
Arabidopsis: as exorribonucleases XRN2, XRN3 e FIERY1 (Gy et al., 2007). Nesse
estudo a eficiéncia de PTGS em mutantes xrn3-3 e xrn2-2 foi analisada, sendo
demonstrado que XRN2 e XRN3 degradam miRNAs presentes no ndcleo, enquanto
FRY1 suprime PTGS pela regulagédo negativa de XRN2, XRN3 e XRN4.

1.5. Estrutura e Organizagdo da RLI

Uma RLI tipica tem cerca de 605 aminoacidos, apresenta uma massa
molecular de aproximadamente 68 kDa e um pl teérico de 8.21. A RLI é o Unico
membro da subfamilia E da superfamilia de proteinas ATP binding cassette (ABC)
transporters (Kerr, 2004; Karcher et al., 2008). Em Saccharomyces cerevisiae as
proteinas ABCs foram classificadas num total de 6 subfamilias ou clusters com
topologias distintas. O cluster que compartilha alta similaridade de sequéncia com a
RLI humana pertence ao locus ABCE1 que foi, portanto, originalmente identificado
como a proteina RLI (lida et al., 2002).

As proteinas ABC estdo normalmente associadas com transporte de uma grande
variedade de compostos, tais como agUcares, ions, peptideos e outras moléculas
organicas complexas. De maneira geral, proteinas ABC possuem dois dominios
transmembrana (TMD) hidrofobicos que ligam substrato, e dois dominios de ligacdo a
nucleotideo (NBDs) hidrofilicos localizados na superficie citoplasmatica que fornecem
a energia necessaria para o transporte da ligacdo e hidrolise de ATP (trifosfafo de
adenosina) (Kerr, 2004; Dawson e Locher, 2006; Oancea et al., 2009; Sturm et al.,
2009). Os NBDs sd@o os elementos mais representativos das proteinas ABC estando
envolvidos na transmissdo de mudancas conformacionais ao dominio TMD, o qual é
normalmente responsavel pelo transporte dos substratos. Para atuar no transporte, um
TMD deve estar fusionado a um NBD (Sturm et al., 2009).

Entretanto, os dois dominios NBD da RLI (NBD1 e NBD2) néo estdo fusionados
aos dominios TMD (Kerr, 2004; Andersen e Leevers, 2007). O fato das RLIs serem
comumente encontradas junto a um grupo de proteinas ABC sollveis ndo dotadas de
segmento transmembrana, torna bastante improvavel que as RLIs estejam relacionadas
com transporte (Sanchez-Fernandez et al., 2001; Smirnova et al., 2008). Outras
proteinas que possuem dominios NBD e que também ndo estdo envolvidas em

transporte sdo: SMC (structural maintenance of chromosomes); Rad50 (SMC like
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dsDNA break repair enzyme); MutS (DNA mismatch repair enzyme); e UvrA9
(nucleotide excision repair enzyme) (Hopfner e Tainer, 2003; Karcher et al., 2008).

Estruturalmente, os dominios NBD (Figura 1) possuem cinco motivos
conservados. Dois desses motivos, denominados Walker A (WA) e Walker B (WB),
estdo separados por aproximadamente 90 a 120 aminoacidos e podem ser encontrados
em todas as proteinas que se ligam a nucleotideos (Bauer et al., 1999; Morris e
Phuntumart, 2009). Baseado na sequéncia de aminoacidos, o motivo WA (também
conhecido como P-loop) possui tipicamente uma sequéncia consenso [GxxxxXGK(S/T)]
e forma um loop que se liga a fosfatos o ¢ B de di- e tri-nucleotideos. O dominio WB
possui dois residuos &cidos [xxxxDE] que coordenam o fon Mg*" e polarizam a
molécula de agua atacante durante a hidrolise do ATP (Bauer et al., 1999; Diederichs et
al., 2000; Gaudet e Wiley, 2001; Gangwar et al., 2009).

A assinatura ABC (sig C), ou motivo C com sequéncia consenso LSGGQ, € a
regido diagndstico para todos os transportadores ABC (Morris e Phuntumart, 2009). O
sig C atua como um sensor gama fosfato de hidrdlise de ATP que regula a dimerizagdo
dos dominios NBD. Essa dimerizagdo ocorre devido a interagdo do sig C de um NBD
com o WA do outro NBD. Além disso, existem dois motivos menos conservados como
por exemplo o motivo Q-loop localizado numa regido central entre WA e WB, e 0 H-
loop posicionado abaixo do motivo WB. O H-loop contém um residuo invariante de
histidina que liga as moléculas de agua atacante (Bauer et al., 1999; Diederichs et al.,
2000; Gaudet e Wiley, 2001; Morris e Phuntumart, 2009). O Q-loop possui um residuo
de glutamina conservado, que entra em contato com o Mg®* do sitio ativo e agua
atacante nucleofilica. Esse contato, aliado a sua localizacdo tridimensional proxima a
outras regides adjacentes funcionais nos transportadores ABC e estrutura coil-coil no
sitio de ligacdo a Mrell em Rad50 (Hopfner e Tainer, 2003), tornam 0 Q-loop um bom
candidato para transmisséo de alteragdes conformacionais intra-subunidades, de forma
dependente de ATP e um elemento crucial para a fungéo de transporte (Jones e George,
2002; Karcher et al., 2008).

Além dos dominios NBD tipicos dos transportadores ABC, as RLIs possuem em
sua regido N-terminal um dominio de ligagcdo do grupo ferro-enxofre (Fe-S) (Figura 1),
que possui maior identidade com o subtipo 4Fe-4S da ferrodoxina (Kerr, 2004; Meyer,
2008). A regido N-terminal de RLI é composta por quatro residuos de cisteina altamente
conservados e apresenta a sequéncia consenso [D/E]JXCxPxxCxxxCxxxCP (Decottignies
e Goffeau, 1997; Kerr, 2004).
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Fig. 1. Representacdo esquematica dos dominios funcionais presentes em proteinas RLI.
(Braz et al., 2004).

Os dominios de ligacdo a Fe-S normalmente atuam como carreadores de elétrons
para reacdo redox, e podem ser encontrados em proteinas com as mais variadas funcées
tais como isomerizacdo e desidratacdo, estabilizacdo do folding, ligacéo e ativacdo de
substrato (Braz et al., 2004; Karcher et al., 2008). O cluster Fe-S é o componente
essencial para sua funcdo enzimatica e a presenca desse grupo discrimina as proteinas
RLI de outros membros da superfamilia dos transportadores ABC. No transporte
elétrico, eles operam como sensores, modulam a estabilidade da proteina e operam na
ligagdo e modificagdo de &cidos nucléicos (Barthelme et al., 2007). Clusters Fe-S séo
componentes conservados e essenciais para a célula. Em eucariontes o cluster Fe-S,
cujo arranjo e maturacdo requerem uma maquinaria altamente complexa, é gerado
dentro de mitocondrias, onde podem desempenhar um papel na transferéncia eletronica,
e necessita ser exportado posteriormente para o citoplasma para serem incorporados as
proteinas Fe-S (Lill, 2009).

Recentes estudos de cristalografia de raios-X resultaram em um modelo para a
organizagéo estrutural de clusters Fe-S em Archaea: dois clusters [4Fe-4S] que podem
ser convertidos em [3Fe-4S] mediante estado de oxidacdo ou mutagénese em cisteinas
(Barthelme et al., 2007; Meyer, 2008). Esta consideravel estabilidade dos clusters [4Fe-
4S] é fornecida pela interagdo com ligantes podendo constituir um importante sitio de
interacdo macromolecular (Barthelme et al., 2007; Karther, 2008; Meyer, 2008).
Entretanto, o mecanismo funcional desses diferentes clusters Fe-S em Archaea ainda
ndo foi totalmente estabelecido.

O papel fundamental da RLI como inibidor da RNase L, na montagem do
capsideo do HIV, na iniciacdo da traducéo e na biogénese de ribossomos sugerem que
clusters Fe-S estejam envolvidos no reconhecimento e modificacdo quimica ou
conformacional desses processos (Barthelme et al., 2007). Contudo, uma compreensao
mais detalhada do papel bioldgico essencial da RLI em planta e em outros organismos é
atualmente dificultada por varios motivos, dentre eles, o desconhecimento do alvo para

0 mecanismo de sua agdo. Como a RLI é uma das proteinas mais conservadas na
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evolucdo e estad presente em Archaea e eucariotos (Karcher et al., 2008), um modelo
estrutural obtido a partir do paralogo AtRLI2 podera fornecer valiosas informacfes

sobre o papel de RLI de planta e de outros organismos.
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2. OBJETIVOS
O objetivo geral do trabalho foi a analise da estrutura da proteina AtRLI2 de
Arabidopsis thaliana, uma supressora de silenciamento por RNA.
Os objetivos especificos foram:

1. Clonar a proteina AtRLI2 e seus dominios FeS, NBD1, NBD2 e NBD1+NBD2
(NBDs) utilizando o sistema pET.

2. Expressdo heter6loga em E. coli da proteina AtRLI2 e seus dominios FeS, NBD1,
NBD2 e NBDs para sua purificagio em larga escala e andlise da proteina
purificada.

3. Realizar estudos espectroscopicos como DLS (Espalhamento Dinamico de Luz) e
CD (Dicroismo Circular) e ensaios iniciais de cristalizacdo da proteina e/ou
dominios, visando futuramente resolver a sua estrutura tridimensional por

cristalografia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Origem e Obtencdo dos Insertos Contendo os Dominios FeS e NBDs da
proteina AtRLI2.

O gene que codifica a proteina AtRLI2 completa ja se encontrava clonado em
vetor pBART por Braz et al., (2004). O gene completo foi sequenciado e apresentou
100% de identidade com a sequéncia de nucleotideos e a predita de aminoacidos que
codificam AtRLI2 de A. thaliana, depositada no GenBank com o0 n° de acesso:
AT4G19210.1, segundo consta no site do genoma da A. thaliana (TAIR,
www.arabidopsis.org).

A proteina AtRLI2 contém 2 dominios, FeS e NBDs, identificados in silico por
homologia a dominios semelhantes no banco de dados Pfam como descrito em Braz et
al., 2004. Estes dominios se encontram distribuidos da seguinte forma: FeS (RLI +
FeS) de 1 a 283 nts (1— 95 aa); NBD1 de 286 a 999 nts (96 — 333 aa); NBD2 de 1002 a
1815 nts (334 -605 aa); NBD1+NBD2 (NBDs) de 286 a 1815 nts (96-605 aa).

Para a clonagem individual dos dominios FeS e NBDs, usando metodologia
baseada na amplificacdo por PCR, utilizou-se os oligonucleotideos descritos na tabela 1.
Aos oligos foram acrescidos sitios de restricdo Nde | (5> CATATG 3’/ 3> GTATAC 5°)
e Xho I (5 CTCGAG 3’/ 3> GAGCTC 5°) (tabela 1). Nesse caso, foi utilizado como
molde o inserto do gene atrli2 que se encontrava clonado em vetor pPBART segundo
descrito por Braz et al., (2004). Os produtos de amplificagdo do FeS e NBDs foram
visualizados em gel de agarose 1%, diluido em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) e
corado por brometo de etidio para visualizacdo em trans-iluminador UV (ultravioleta), e
posteriormente purificados.

Para producdo das proteinas recombinantes, os fragmentos amplificados
correspondentes aos dominios FeS e NBDs de AtRLI2 foram subclonados em vetor de
expressao pET-28a(+) (Novagen) (Fig. 2) e transformados em células competentes E.
coli DH5a (preparagéo das células competentes no Anexo 1) seguindo o protocolo de
choque térmico descrito por Sambrook e Russel (2001).
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo das sequéncias correspondentes aos
dominios FeS e NBDs do gene atrli2. Em vermelho o sitio de restricdo para enzima Nde I. Em amarelo
0 sitio de restricdo para a enzima Xho I.

Proteina  Oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo

FeS Senso Nde F 001 5°-GGGAATTCIBEIBIEGCAGATCGATTGAC-3’
Reverso Xho R 5’-CCGCCTCGAGTCAGTGTAACTTAAAAGTGTTTGCCC-3’

095

NBDs  Senso Nde F 001 5°-GGGAATTCEBIBIBGCAGATCGATTGAC-3’
Reverso Xho R 5°-CGCCTCGAGCTAATCATCCAAGTAGTAGTATG-3’
605

3.2. Subclonagem dos Insertos FeS e NBDs de AtRLI2 em pET28a(+)

Para a subclonagem dos fragmentos FeS e NBDs em pET-28a(+) (~5369bp), 0s
DNAs plasmidiais foram digeridos com as enzimas de restricio Nde | e Xho |
(Fermentas, EUA). Para tal calculou-se a proporc¢édo de plasmidio em relagéo ao produto
de amplificacdo da seguinte forma:

QM) (THx3
TP

onde: QT = quantidade de plasmideo (vetor) em ng; Tl = tamanho do inserto em
Kb e TP = tamanho do plasmideo (vetor) em Kb.

Os plasmidios foram digeridos utilizando-se 2 U de Nde | e 2 U de Xho I; tampéo
R+ (1x) (Fermentas, EUA) e agua ultrapura autoclavada em quantidade suficiente para
um volume total de reacdo de 50 pl. Essa reacéo foi incubada a 37°C de 12 a 16 horas.

Em seguida, procedeu-se na reacdo de ligagdo do DNA plasmidial e dos
fragmentos FeS e NBDs amplificados, usando-se aproximadamente 20 ng do DNA
amplificado, 65-75 ng do vetor, tampdo da T4 ligase (Fermentas, EUA) (1x), 2 U de T4
DNA ligase (Fermentas, EUA) e agua ultrapura estéril para um volume final de 30 ul. A
reacdo foi incubada a 16°C por 16 horas.

Os produtos de ligacdo foram usados para transformar células competentes de
Escherichia coli DH-5a seguindo o protocolo de choque térmico (Sambrook e Russel,
2001). As células transformadas foram crescidas a 37°C por 16 horas em meio LB
(Luria-Bertani) solido contendo 100 pg/mL de canamicina. As colbnias selecionadas
foram inoculadas em meio LB liquido contendo 100 pug/mL de canamicina e incubadas
a temperatura de 37°C por 16 horas. A cultura foi submetida a mini-preparacdo de
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plasmideo por lise alcalina como descrito por Sambrook e Russel (2001) e em seguida o
vetor pET-28a(+) foi submetido a digestdo dupla pelas enzimas de restricdo Nde | e Xho | para
verificagdo da subclonagem.

Para a a digestdo da construcdo utilizando o inserto FeS, o plasmidio foi digerido
utilizando-se 2 U de Nde | e 2 U de Xho I; tampdo R+ (1x) (Fermentas, EUA) e agua
ultrapura autoclavada em quantidade suficiente para um volume total de reacdo de 50
pl. Essa reacédo foi incubada a 37°C de 12 a 16 horas.

Para a digestdo da construcdo utilizando o inserto NBDs, o plasmideo foi digerido
utilizando-se 2 U de Xho I; tampdo R+ (1x) (Fermentas, EUA) e &agua ultrapura
autoclavada em quantidade suficiente para um volume total de reacdo de 30 pl. Essa
reacdo foi incubada a 37°C de 12 a 16 horas. Em seguida inativou-se a enzima Xho | a
65 °C por 5 min e adicionou-se 2 U de Nde I; tampdo R+ (1x) (Fermentas, EUA) e 4gua
ultrapura autoclavada em quantidade suficiente para um volume total de reacdo de 40
pl. Essa reacdo foi incubada a 37°C por 12 a 16 horas. Os produtos da digestdo foram
fracionados em gel de agarose 1% diluido em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) e
corado por brometo de etidio para visualizacdo em trans-iluminador UV (ultravioleta).
Os clones positivos FeS e NBDs foram ressuspendidos em 20% de glicerol, congelados

imediatamente em nitrogénio liquido (N2) e armazenados em freezer —80°C.
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Fig. 2: Mapa do vetor de expressdo pET-28a(+) mostrando as regides de clonagem e expressao.
Apresenta uma origem de replicacdo bacteriana (ori), um centro multiplo de clonagem ou polylinker que
contém os sitios de restricdo enzimatica, gene que confere resisténcia a canamicina (Kan) e promotor
T7lac (fundido ao operador do gene lac) o que possibilita a inducdo da expressdo da proteina
recombinante por isopropyl-3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG).

3.3. Sequenciamento dos Clones Positivos

Os clones considerados positivos por digestdo enzimatica foram sequenciados. A
reacdo de sequenciamento foi realizada com um kit comercial “Big Dye” versdo 3.1
(Applied Biosystems) utilizando os oligonucleotideos descritos na tabela 2.

Como molde foram utilizados os DNAs plasmidiais (100 a 200 ng) obtidos a partir
da mini-preparacéo de plasmideo por lise alcalina como descrito por Sambrook e Russel
(2001), e os iniciadores na concentracdo de 10 pmol/pl.
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento dos clones FeS e NBDs.

Proteina Oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo

FeS e NBDs
Senso T7 5’- TTAATACGACTCACTATA-3’
Reverso T7 5’- GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3°

As reacO0es de PCR para posterior sequenciamento foram processadas em
termociclador Mastercycler personal (Eppendorf, German) consistindo das seguintes
etapas: (1) desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minuto; (2) desnaturagdo a 96°C por 10
segundos; (3) anelamento do oligonucleotideo a 55°C por 20 segundos; (4) extenséo a
60°C por 4 minutos com repeticdo de 40 ciclos. Os sequenciamentos foram realizados
em sequenciador automatico modelo ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram examinadas e editadas usando-se 0 programa
ChromasPro, versdo 1.5. As sequéncias obtidas correspondentes ao dominio NBDs
foram comparadas as sequéncias depositadas no GenBank utilizando o programa blastn.

3.4. Obtencao da Proteina Recombinante NBDs em Escherichia coli

Os plasmideos pET-28a(+) contendo o inserto NBDs foram transformados por
choque térmico em células competentes de Escherichia coli da linhagem BL21 (DE3)
PRIL codon plus e ArcticExpress (DE3) (Stratagene - EUA) (preparacdo das células
competentes no Anexo 1) como descrito por Sambrook e Russel (2001). As coldnias
transformadas foram inoculadas em meio LB liquido contendo 100 pg/mL de
canamicina e 50 pug/mL de cloranfenicol para linhagem BL21 (DE3) pRIL codon plus e
20 pg/mL de gentamicina e 50 pg/mL de cloranfenicol para a linhagem ArcticExpress
(DE3) e foram incubadas a temperatura de 30°C sob agitacdo constante em agitador
orbital. Um ensaio em separado utilizando essas condic¢des de crescimento acrescida de
5 mg/mL de glicose para a cepa BL21 (DE3) pRIL codon plus foi realizado. A cultura
foi monitorada até atingir uma DO (densidade éptica) de 0,6 em comprimento de onda a
600 nm quando a expressdao foi induzida com adicdo de 1 mM de IPTG a uma

temperatura de 28°C por 4 horas para linhagem BL21 (DE3) pRIL codon plus e 1 mM
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de IPTG a uma temperatura de 13°C por 24 horas para a inducdo da expressdo em
células ArcticExpress (DE3).

As células foram coletadas por centrifugacdo (10 min a 16000 xg e
ressuspendidas em 100 ul de tampéo de lise (62,5 mM Tris, 2% SDS, 10% glicerol e
5% B mercaptoetanol). A lise celular para confirmagdo da inducdo da expressdo, foi
realizado nas amostras controle e induzida, e foi completada por aquecimento feito a
uma temperatura de 95°C por 5 minutos, processo também necessario para desnaturacdo
das proteinas presentes no tampéo de lise. Os resultados foram observados em gel SDS-
PAGE 12%. Os clones que apresentaram expressdo adequada da proteina foram
ressuspendidos em 20% de glicerol, congelados imediatamente em nitrogénio liquido

(N2) e armazenados em freezer —80°C.

3.5. Testes de Solubilidade para a Proteina Recombinante NBDs

Apbs a confirmacdo da expressdo da proteina recombinante NBDs um novo
processo de indugdo da expressdo em E. coli BL21 (DE3) pRIL codon plus, em pequena
escala, utilizando 1 mM de IPTG a uma temperatura de 28°C por 4 horas conforme
descrito no item 3.4 foi realizado, a fim de verificar a solubilidade da proteina. As
células foram coletadas por centrifugacdo a 10 min a 16000 xg a 4°C.

Inicialmente o pellet foi ressuspendido em 3 mL de tampdo de extracdo (Tris-HCI
50 mM pH 7,0 e NaCl 100 mM) acrescido de 200 pug/mL de lisozima, DNase I, RNase
A e um coquetel de inibidores de protease. O resultado foi observado em gel SDS-
PAGE 12% corado com Comassie Blue.

Protocolos alternativos de lise foram testados, utilizando-se variagdes no tampao
de extragdo (Tris-HCI 50 mM pH8,8 com NaCl 100 mM; HEPES 20 mM pH 7,0 com
NaCl 100 mM; HEPES 20 mM pH 7,0 com NaCl 200 mM; MES 50 mM pH 5,7 com
NaCl 100 mM; Fosfato 50 mM pH 7,0 com NaCl 100 mM) bem como sonicagdo a uma
poténcia de 50 W em pulsos de 30 segundos por 10 vezes. VariacOes de parametros de
inducdo da expressdo como temperatura e concentracdo do agente indutor foram
realizadas utilizando as seguintes combinac@es: 0.4 mM de IPTG a 28° C por 4 horas;
0.4 mM de IPTG a 18° C por 4 horas e 0.2 mM de IPTG a 30°C por 3 horas como
descrito por Barthelme e colaboradores (2007). Os resultados foram observados em gel
SDS-PAGE 12%.

Também foram realizados o protocolo de lise descrito por Frangioni e Neel (2003)

onde o pellet da cultura induzida foi ressuspendido em 3 mL de tamp&o de extragédo
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Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 100 mM e 1 mM de EDTA (Ethylenediamine tetraacetic
acid) acrescido de 200 pg/mL de lisozima, DNase I, RNase A e um coquetel de
inibidores de protease. O extrato foi incubado em gelo por 1 hora, agitando-se em
vortex, em intervalos de 10 min. A lise celular ocorreu pela adi¢do de N-Lauril Sarcosil
(Sarcosil) em diferentes concentragdes: 0,2%, 0,4%, 0,5%, 1% e 1,5%. Apds a
sonicacao utilizando uma poténcia de 50 W em pulsos de 10 segundos por 10 vezes, foi
adicionado aos extratos o detergente Triton X-100, nas concentracdes 1%, 1,5%, e 3,0%
para as aliquotas da lise utilizando 0,4%, 0,5%, 1% e 1,5%.

3.6. Producéo e Purificacdo da Proteina Recombinante NBDs

Apos a confirmacado da expressdo e solubilidade da proteina recombinante NBDs
um novo processo de inducdo da expressdo em E. coli BL21 (DE3) pRIL codon plus,
em larga escala foi realizado para uma purificacdo em condigdo desnaturante.

Para tal, as células contendo os clones previamente selecionados por produzirem
a proteina NBDs foram inoculados em meio LB liquido contendo canamicina (100
pg/mL) e cloranfenicol (50 pg/mL) em seguida incubados por 12 a 16 horas a 37°C sob
agitacdo constante em agitador orbital. Posteriormente, cerca de 10 mL da cultura
bacteriana foram transferidos para 1 L de meio LB liquido contendo os agentes de
selecdo de canamicina e de cloranfenicol nas concentragdes 100 pg/mL e 50 pg/mL,
respectivamente. A cultura foi monitorada até atingir uma DO de 0,6 em comprimento
de onda a 600 nm quando a expressao foi induzida com adicdo de 1 mM de IPTG a uma
temperatura de 28°C por 4 horas. A cultura foi coletada por centrifugagéo (10 min, 4788
Xg, a 4°C) e os pellets foram ressuspendidos em tampao de extragdo (50 mM Tris-HCI
pH 7,5, NaCl 100 mM) acrescido de 200 pg/mL de lisozima, DNase I, RNase A e um
coquetel de inibidores de protease. Em seguida, o extrato foi clarificado por
centrifugacdo (10 min, 4788 xg, a 4°C) e uma aliquota do pellet e sobrenadante foram
separadas para analise em gel SDS-PAGE 12% corado com Comassie blue. O pellet foi
ressuspendido em tampéo glicina 20 mM, pH 7,5 e o0 extrato sonicado a uma poténcia
de 30 W em pulsos de 10 segundos por 10 vezes e em seguida centrifugado durante 20
min, 4788 x ¢, a 4°C para a obtencdo dos corpusculos de inclusdo. Estes foram
ressuspendidos em tampdo glicina 50 mM pH 7,5 e as proteinas foram desnaturadas na
presenca de 8 M de ureéia (concentracao final).

A proteina insollvel foi purificada em condicdo desnaturante em aparelho AKTA

HPLC (GE Healthcare). A fragdo obtida da lise foi carregada em coluna cromatografica
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de afinidade contendo niquel (Ni-NTA Qiagen) e equilibrada com tampado 20 mM
glicina, 500 mM NaCl, 7 M de uréia seguindo extensivas lavagens, para remocao de
proteinas fracamente ligadas, reduzindo a possibilidade de contaminacdo da proteina de
interesse. As proteinas em complexo com a fase estacionaria (coluna contendo niquel)
foram eluidas em tamp&o 20 mM glicina pH 8,0, 500 mM NaCl, 7 M Uréiae 0,5 M
imidazol. As fracOes da eluicdo foram coletadas e analisadas em gel 12% SDS-PAGE
corado com Coomassie Blue e quantificadas. As aliquotas mais puras da proteina foram
reunidas em duas fracbes (A e B), de forma a se obter a mesma concentracdo da
proteina em cada fragdo. A fragdo A adicionou-se 200 pg (concentrago final) de DNA
esperma de salmdo (Eppendorf) e 10 mM de cloreto de magnésio a fim de obter a
proteina renaturada. A fracdo B, serviu como controle e ambas foram dialisadas por 16
horas contra 2 L de tampao glicina 50 mM pH 7,5, sob agitacdo a 4°C, a fim de eliminar
toda uréia e imidazol da mistura.

Apos a dialise, essas amostras apresentavam-se precipitadas e foram separadas do
sobrenadante por centrifugacdo por 10 min, 4788 x g, a 4°C. Em seguida os precipitados
contendo as proteinas foram ressolubilizados em tampédo glicina 50 mM pH 7,5
contendo e 7 M uréia (concentracdo final) e as duas fragdes (A e B) adicionou-se 60 puM
de dATP (Fermentas, EUA), para a renaturacéo da proteina. As fracGes foram dialisadas
por 4 horas contra 2 L de tampéo glicina 50 mM pH 7,5 sob agitacdo a 4°C, a fim de
eliminar toda uréia e os precipitados visiveis na mistura. As fragdes soltveis obtidas (A
e B) foram quantificadas e visualizadas em gel SDS-PAGE 12 % corado com
Coomassie Blue.

Uma purificacdo em condicdo nativa também foi empregada. Para tal as fracdes
originadas da inducdo em larga escala foram submetidas ao teste de solubilidade
utilizando sarcosil na concentracdo 0,2 % (item 3.5) e foram reunidas e carregada em
coluna cromatografica de afinidade contendo niquel (Ni-NTA Qiagen), em aparelho
AKTA HPLC (GE Healthcare), previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM
pH 7,5 com 100 mM NaCl e 10 mM de imidazol seguida de extensivas lavagens, para
remocao de proteinas fracamente ligadas, reduzindo a possibilidade de contaminacéo da
proteina de interesse. Utilizou-se tampao de eluicdo Tris-HCI 20 mM pH 7,5 com 100
mM NaCl e 100 mM de imidazol para retirada das proteinas em complexo com a fase
estacionaria (coluna contendo niquel).

A concentracdo e o grau de pureza da proteina ap6s a purificacdao foram medidos
utilizando espectrofotdmetro ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc). Para tal foi
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realizada uma predicdo tedrica do coeficiente de extingdo molar ou absortividade molar
(e) através do programa ProtParamTools (http://www.expasy.org/tools/#primary). A
analise da composicdo deduzida de amino&cidos da proteina NBDs iniciou-se pela
traducdo no programa Translate tool (http://ca.expasy.org/tools/dna.html) utilizando a
sequéncia de DNA que codifica para o dominio NBDs do gene atrli2 (n° de acesso:
At4g19210).

Outro método utilizado para dosagem da concentracdo final da proteina, foi o
método de Bradford (1976) que se baseia na complexagdo do reagente de Bradford com
as cadeias polipeptidicas das proteinas, comparado a uma curva padrdo de BSA (Bovine
Serum Albumin) para obtencdo da curva padrdo. O sistema de reacdo foi composto por
980 ul da solugdo corante de Bradford (BioRad) e 20 ul da amostra. Uma reacao
utilizando 980 pl da solugdo corante de Bradford e 20 ul de agua foi usada como
branco. A mistura foi homogenizada e a absorbancia a um comprimento de onda de 280

nm foi verificada.

3.7. Analise da expressdo e purificacdo da proteina recombinante NBDs por
Western blot

A expressao e a purificacdo da proteina NBDs fusionada aos residuos Hisg-tag
foi analisada através de Western blot. Estes ensaios foram realizados utilizando-se
extratos totais induzidos de E. coli, bem como a proteina recombinante purificada. Para
tal utilizou-se o Kit Amplified Alkaline Phosphatase immun-Blot (Bio-RAD) e o
anticorpo primario monoclonal anti-Hiss tag (Abican) na proporcao 1:1000, cedidos
gentilmente pela Prof. Maria Isabel Cano do Departamento de Genética — UNESP-
Botucatu. O ensaio foi realizado conforme recomendacéo do fabricante.

As proteinas NBDs expressas, purificadas e dialisadas foram resolvidas em gel
SDS-PAGE 12% e transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando aparato
proprio para o fim submerso em tampdo de transferéncia. O sistema foi submetido a
uma voltagem de 100 V por 16 horas e em seguida reveladas com anticorpo primario
monoclonal anti-Hisg tag (Abican) na proporg¢édo 1:1000, utilizando-se o Kit Amplified
Alkaline Phosphatase immun-Blot (Bio-RAD).
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4.1. Obtencéo dos Clones FeS e NBDs

37

A partir da sequéncia de nucleotideos e aminoacidos de AtRLI2 indentificadas no

banco de dados de dominios de proteinas Pfam por Braz et al., 2004 (n° de acesso do
TAIR: AT4G19210.1) (sequéncia completa do cDNA do gene na figura 3) foram
desenhados 4 genes truncados para se obter proteinas contendo os dominios nomeados
FeS (FeS+RLI), NBD1, NBD2 e NBDs (NBD1+NBD2) conforme mostrado na Figura
4. O inserto FeS compreende a por¢do N-terminal da proteina apresentando 283 pares
de base (pb), NBD1 (713 pb) correspondente a por¢do mediana e 0 NBD2 (813 pb)
representam a por¢do C- terminal de AtRLI2. Os insertos FeS e NBD1 ligado a NBD2

(NBDs, 1626 nts) correspondem as construcdes trabalhadas.

ttcattctgagcaaagcagtaactctcaggtgcgtgtgctctccgctggttcecttagaac
aatcggcacacgctttttcatttcaatcttcttcttctactcttaagtatctcaggtctyg
ttgagag

FeS

[

|

atggcagatcgattgacacgtattgctattgtgagttcagaccgttgcaagccaaagaaa
M A D R L T R I A I V S S D R C K P K K
tgtcgccaagagtgcaagaagagttgtcctgtggtcaagacaggaaaactttgtattgag
c R 9 E C K K s ¢c p V V K T G K L C I E
gtgactgttggttccaagcttgcttttatctcagaggagttgtgtatcggttgecggtatt
v T v 6 s K L. A F I S E E L C I G C G I
tgtgtgaagaaatgcccgtttgaagctattcagattatcaatcttccaagagacttggag
c v K K ¢ P F E A I @ I I N L P R D L E
aaagatacgacccatcgttatggggcaaacacttttaagtta

K Db T T H R Y G A N T F K L

NBDs

[

acaggctcccagttccaagaccagggcaggtgctagggttggttggaaccaatggtattyg
T G S 9 F @ D Q G R C G W L E P M V L
gaaaatcaactgctctgaaaattttggctggaaagctcaaaccaaatttgggccgtttca
E N O L L - K F W L E S S N @ I W A V S
ctagtcctccagactggcaagaaatcttgactcacttccgtggttcagaacttcaaaact
L v. o T GG K K s - L T s vV vV Q N F K T
acttcacacgtattctagaagataatcttaaggccattataaagcctcaatatgtcgacc
T S H VvV F - K I I L. R P L - S L N M S T
acatcccaagagcagttaaaggcaatgttggagaggtccttgaccagaaggatgagagag
T S Q B ¢ L K A M L E R S L T R R M R E
ataagaaggcagagctctgtgctgatctggagctgaaccaggtcattgaccgtgatgttyg
I R R 0 S S VvV L I W S T R S L T VvV M L
agaatttatctggtggtgagctgcagaggtttgcaatcgctgttgttgccatacaaaatyg
R I vy L vv S C R G L @ S L L L P Y K M
cagagatttacatgtttgatgaaccatctagttacctcgatgttaagcaaagactcaaag
Q R F T C L M N H L v T s M L S K D S K
ctgctcaagttgttcgttctctcctgaggecctaatagctacgtcattgttgtggagecatyg
L L. K L ¥ VL §$S - G L I A T S L L W S M
atctcagtgttcttgattacttgtcggatttcatttgctgtctgtatgggaaaccaggag
I s v ¥ L I T C R I S F A V C M G N Q E
cctatggtgtggtgactctccceccttctctgtcagagaaggaatcaacattttcttggectyg
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gatttgttcctacagaaaatttacgttttagagatgaatctttgaccttcaaggttgcectg
p L ¥ L © K I ¥ VvL. E M N L - P S R L L

agactccacaagaaagtgctgaagagatacagtcgtacgctaggtacaaataccccacga
R L H K K v L K R ¥ sSs R T L G T N T P R
tgaccaaaactcaaggaaacttcaggttgagagtgtcggaaggtgaattcactgactctc
- P K L X E T s G - B C R K V N S L T L
agattattgtaatgcttggggagaatggtacagggaagacaacatttattcggatgctgg
R L L - ¢ L G R M V Q G R Q H L F G C W
ccgggttgttgaaaccagacgacacagaaggaccagacagagagataccagaattcaatg
Pp 6 ¢ - N Q T T Q@ K D ¢ T E R Y Q N S M
tttcgtataagccacaaaagatcagcccaaagtttcagaattcagttaggcacctgcectac
F R I S H K R S A Q S F R I O L G T C Y
atcaaaagattcgagattcttacatgcatccacaatttatgtcggatgtgatgaaaccac

I K R F B I L T C I H N L C R M - - N H
ttcagattgagcagttgatggatcaagaagttgtcaatctctcaggaggagaattgcaaa
F R L S S - W I K K L S I S Q E E N C K
gggttgcattaactctgtgcctcggaaagecctgecggatatatacctgatcgatgagccaa
G LH - L C A S E S L R I ¥y T - S M S 0O
gtgcatatctcgattctgagcaacgtattgttgcttctaaagtcataaagcgatttattc
v H I s I L S N V L L L L K S - s D L F
tccacgcaaagaaaactgcatttgtagtcgagcatgactttataatggcgacctatttgg
s T ¢ R K L H L, - S S M T L - W R P I W

cagaccgggtcattgtgtatgaaggacaaccatccattgattgtactgcaaattgtcctc
Q T 6 s L ¢ M K D N H P L I V L Q I V L
aatcactgctcagtggaatgaatctcttcttatctcatctgaacatcacattcagacggg
N H C S Vv E - I s s Yy L I - T s H S D G
atcccaccaatttcagaccaagaatcaacaaattggagtcgaccaaagacagggaacaga
I p P I §s D Q E s T N W S R P K T G N R
agtctgcaggctcatactactacttggatgattag

s L Q A H T T T W M I
ttaggacaactaccaagagaatatagggcattgttcgaattccagaagggtcttttgcectc
agaggaagttgatctatgagctcggaatattttacgcagccatctgttttccgagtgcat
aagcacagatgtttctttctggtcaagcttttaattgttgtttcatcagttttacttcta
cattttctctctcacagcttttattaactgagcaataaaagtttaagaatctgtaacctt
tttttctttttggctttgtacttcctgagttgatgatttcaacatttactgtgatgttac
tactttggattttacaatctattgcctatttttacatt

Fig. 3. Sequéncia completa do cDNA do gene de AtRLI2 de Arabidopsis thaliana
depositadas no GenBank sob o nOmero de acesso AT4G19210.1
0i|145340416|ref[NM_118041.4], e suas regides correspondentes aos dominios FeS e
NBDs. Em vermelho estdo as sequéncias 5’e 3> UTR do gene, respectivamente. Em azul
esta o codon de inicio da transcricdo e em roxo o cédon de parada. Em cinza esta
sequéncia de aminoacidos deduzida na ORF +1 a partir do programa ProtParamTools
(http:/lwww.expasy.ch/tools/dna.html).
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1 1815

|
RLI + FeS (1a283nts=1a95 aa)

|
NBD1 (286 a 999 nts = 96 a 333 aa)

|
NBD2 (1002 a 1815 nts = 334 a 605 aa )

NBDs (286 a 1815 nts = 96 a 605 aa)

Fig. 4. Diagrama mostrando a posi¢do dos fragmentos FeS e NBDs em relacdo ao gene que codifica
a proteina AtRLI2. Os nimeros 1 a 1815, indicam a posigdo do primeiro e Gltimo nucleotideo (nts) no
gene atrli2, nucleotideos 286 a 999 no NBD1, nucleotideos 1002 a 1815 no NBD2 e nucleotideos 286 a
1815 nos NBDs. O ntimero correspondente de aminoacidos para cada fragmento é indicado por aa.

Para a subclonagem dos insertos FeS e NBDs o vetor de expressao pET-28a(+) foi
digerido previamente com as enzimas de restricdo especificas Nde | e Xho I, de forma a
permitir a produgéo de terminais coesivos para uma clonagem direcionada no vetor e que
as proteinas resultantes fossem expressas, em fase de leitura, com uma cauda de
residuos de histidina (Hisg tag) na sua porcao N-terminal o que possibilita a posterior
purificacdo das proteinas usando coluna cromatogréafica de afinidade por niquel (Ni-
NTA Qiagen) em HPLC (High-performance liquid chromatography). Os produtos de
amplificacdo por PCR ja continham os fragmentos de extremidades coesivas de forma a
facilitar a clonagem direcionada. As subclonagens dos insertos FeS e NBDs foram
confirmadas por digestdo com as enzimas de restricdo Nde | e Xho | fracionada em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etidio conforme mostrado nas Figs. 5 e 6,

respectivamente.
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10000 pb
8000 pb
6000 pb
5000 pb
4000 pb
3500 pb
3000 pb
2500 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

750 pb

500 pb

~ 283 pb —>
250 pb

Fig. 5. Gel de agarose 1% (TBE 1x) corados com brometo de etideo mostrando a subclonagem do
inserto FeS de AtRLI2 em vetor pET-28a(+). Reacdo de digestdo com enzimas Nde | e Xho I. M:
Marcador de massa molecular 1Kb - O"GeneRuler ready-to-use (Fermentas, EUA). Na linha 1 esta o
plasmideo pET-28a(+) fechado sem o inserto, na linha 2 esta o plasmideo com o inserto linearizado com
Nde I, nas linhas 3 e 5 esta o plasmideo digerido com as enzimas de restricdo Nde | e Xho | e os clones
FeS destacados por um retangulo em branco. A caixa seguida de uma seta indica a posicdo do nimero
especifico de pares de base do FeS (~283 bp).

10000 pb
8000 pb
6000 pb
5000 pb
4000 pb
3500 pb
3000 pb
2500 pb
2000 pb

"‘1536pb 1500 pb

1000 pb

750 pb

500 pb

250 pb

Fig. 6. Gel de agarose 1% (TBE 1X) corado com brometo de etideo mostrando a subclonagem do
inserto NBDs de AtRL2 em vetor pET-28a(+). Reacdo de digestdo com enzimas Nde | e Xho I. M:
Marcador de massa molecular GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, 250-10,000 pb (Fermentas, EUA). Na
linha 1 esta o plasmideo com o inserto linearizado com Nde I, nas linhas 2 esta o plasmideo digerido com
as enzimas de restricdo Nde | e Xho | e o clone NBDs destacado por um retangulo em preto. A caixa
seguida de uma seta indica a posi¢do do nimero especifico de pares de base do NBDs (~1536).
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4.2. Confirmacao da Obtencdo dos Clones NBDs e FeS por Sequenciamento do
DNA

Os clones NBDs e FeS considerados positivos por digestdo enzimatica (Nde | e
Xho 1) do plasmideo pET-28a(+) foram sequenciados utilizando os inciadores descritos
na tabela 2, para certificar-se de que os clones continham a sequéncia codificante para

cada dominio.

O resultado do sequenciamento utilizando o iniciador senso T7 correspondente a
regido do promotor T7 do pET-28a(+) no qual o inserto NBDs foi subclonado, revelou
que o inserto NBDs encontra-se inserido em fase de leitura com o plasmideo pET-
28a(+) e que este possui o0 residuo Hisg tag na regido N-terminal bem como o sitio de

restricdo para enzima Nde | (Quadro 1, linha A).

Para verificar a identidade das sequéncias obtidas correspondentes ao dominio
NBDs com gene atrli2 de Arabidopsis thaliana, foi realizada uma comparagdo com o
GenBank usando o programa blastn. A sequéncia comparada apresentou uma identidade

de 100% com o gene atrli2 de Arabidopsis thaliana como mostra a Figura 7.

Quadro 1. Representacdo da sequéncia de nucleotideos obtidas a partir de sequenciamento
automatico do plasmideo pET-28a(+) no qual os insertos FeS e NBDs de AtRLI2 foram clonados.
Na linha A esta o resultado do sequenciamento do clone NBDs usando o iniciador senso T7. Em
vermelho os nucleotideos correspondentes ao residuo Hisg tag na por¢do N-terminal, em verde o sitio de
restricdo Nde | e sublinhado os nucleotideos correspondentes as regides NBDs. Na linha B esta o
resultado do sequenciamento do clone FeS usando o iniciador senso T7. Em amarelo as posi¢Ges das
seqliéncias do sitio de reconhecimento ribossomal (rbs) do pET28(a+), em vermelho uma modificacdo no
sitio anterior ao sitio de restricdo Nde I, em verde o sitio de restricdo Nde I, sublinhado, os nucleotideos
correspondentes a regido FeS, em roxo o stop codon TGA, em azul o sitio Xho I, e em cinza, o0s
nucleotideos correspondentes ao residuo Hisg tag na porgéo C-terminal.

A

GCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGACAGGCTCCCAGTTCCAAGACCAGGGCAG
GTGCTAGGGTTGGTTGGAACCAATGGTATTGGAAAATCAACTGCTCTGAAAATTTTGGCTGGAAAGCTCAAACCAAA
TTTGGGCCGTTTCACTAGTCCTCCAGACTGGCAAGAAATCTTGACTCACTTCCGCGGTTCAGAACTTCAAAACTACTT
CACACGTATTCTAGAAGATAATCTTAAGGCCATTATAAAGCCTCAATATGTCGACCACATCCCAAGAGCAGTTAAAG
GCAATGTTGGAGAGGTCCTTGACCAGAAGGATGAGAGAGATAAGAAGGCAGAGCTCTGTGCTGATCTGGAGCTGAA
CCAGGTCATTGACCGTGATGTTGAGAATTTATCTGGTGGTGAGCTGCAGAGGTTTGCAATCGCTGTTGTTGCCATACA
AAATGCAGAGATTTACATGTTTGATGAACCATCTAGTTACCTCG

B

ANAGTTCCCCTCNTAGNNNNNTTTTTGNAAGAACATTTAAGAAGGAGATAT
CATATGGCAGATCGATTGACTCNTATNGCNATTGTGAGTTCAGACCGTTGCAAGCCAAAGAAATGT

CGCCAANGAGTGCAAGAAGAGTTGTCCTGTGGTCAAGACAGGAAAACTTTGTATTGAGGTGACTGTTGGTTCCAAGC

TTGCTTTTATCTCAGAGGAGTTGTGAATCGGNTGCGGTATTTGTGTGAAGAAATGCCCGTTTGAAGCTATNCAGATTA

TCAATCTTCCAAGAGACTTGGAGAAAGATACGACCCATCGTTATGGGGCAAACACTTTTAAGTTACACHIBICTCGAG

CACCACCACCACCACCACHEBIGATCCGGCTGNTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCNCTGA
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Query 1 ACAGGCTCCCAGTTCCAAGACCAGGGCAGGTGCTAGGGTTGGTTGGAACCAATGGTATTG 60

[
Sbjct 411 ACAGGCTCCCAGTTCCAAGACCAGGGCAGGTGCTAGGGTTGGTTGGAACCAATGGTATTG 470

Query 61 GAAAATCAACTGCTCTGAAAATTTTGGCTGGAAAGCTCAAACCAAATTTGGGCCGTTTCA 120

FEErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 471 GAAAATCAACTGCTCTGAAAATTTTGGCTGGAAAGCTCAAACCAAATTTGGGCCGTTTCA 530

Query 121 CTAGTCCTCCAGACTGGCAAGAAATCTTGACTCACTTCCGTGGTTCAGAACTTCAAAACT 180

FEErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 531 CTAGTCCTCCAGACTGGCAAGAAATCTTGACTCACTTCCGTGGTTCAGAACTTCAAAACT 590

Query 181 ACTTCACACGTATTCTAGAAGATAATCTTAAGGCCATTATAAAGCCTCAATATGTCGACC 240

FErrrrrrrrrrrr e e er e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 591 ACTTCACACGTATTCTAGAAGATAATCTTAAGGCCATTATAAAGCCTCAATATGTCGACC 650

Query 241 ACATCCCAAGAGCAGTTAAAGGCAATGTTGGAGAGGTCCTTGACCAGAAGGATGAGAGAG 300

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 651 ACATCCCAAGAGCAGTTAAAGGCAATGTTGGAGAGGTCCTTGACCAGAAGGATGAGAGAG 710

Query 301 ATAAGAAGGCAGAGCTCTGTGCTGATCTGGAGCTGAACCAGGTCATTGACCGTGATGTTG 360

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 711 ATAAGAAGGCAGAGCTCTGTGCTGATCTGGAGCTGAACCAGGTCATTGACCGTGATGTTG 770

Query 361 AGAATTTATCTGGTGGTGAGCTGCAGAGGTTTGCAATCGCTIGTTGTTGCCATACAAAATG 420

FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 771 AGAATTTATCTGGTGGTGAGCTGCAGAGGTTTGCAATCGCTGTTGTTGCCATACAAAATG 830

Query 421 CAGAGATTTACATGTTTGATGAACCATCTAGTTACCTCG 459
FEEEEEEEEr e e e e e e e e
Sbjct 831 CAGAGATTTACATGTTTGATGAACCATCTAGTTACCTCG 869

ID GENE: 827661 — atrli2 de Arabidopsis thaliana
Length= 2279

Score = 848 bits (459), Expect = 0.0

Identities = 459/459 (100%), Gaps = 0/459 (0%)
Strand=Plus/Plus

Fig. 7. Analises da sequéncia de nucleotideos obtida por sequenciamento automatico utilizando o
iniciador senso T7 para o sitio do promotor T7 do pET-28a(+), no qual o inserto NBDs de AtRLI2
foi clonado, usando o programa blastn. As sequéncias das linhas Query correspondem as sequéncias
obtidas utilizando o iniciador senso T7 correspondente a regido do promotor T7 do pET-28a(+). As
sequéncias das linhas Sbjct correspondem as sequéncias de nucleotideos depositadas no GenBank. A
comparacdo de sequéncia indicou 100% de indentidade com gene atrli2 de Arabidopsis thaliana.

Um sequenciamento utilizando o iniciador reverso T7, correspondente a regido
do terminador T7 do pET-28a(+) foi realizado e para verificar a identidade das
sequéncias obtidas correspondentes ao dominio NBDs com o gene atrli2 de Arabidopsis
thaliana. As sequéncias obtidas foram comparadas as sequéncias depositadas no
GenBank usando o programa blastn. A sequéncia comparada apresentou uma identidade
de 100% com gene atrli2 de Arabidopsis thaliana (Fig. 8) indicando que a regido

codificante para o dominio NBDs esta presente de forma completa no inserto.
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Query 1 GAGCCTGCAGACTTCTGTTCCCTGTCTTTGGTCGACTCCAATTTGTTGATTCTTGGTCTG 60
FEErrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1923 GAGCCTGCAGACTTCTGTTCCCTGTCTTTGGTCGACTCCAATTTGTTGATTCTTGGTCTG 1864

Query 61 AAATTGGTGGGATCCCGTCTGAATGTGATGTTCAGATGAGATAAGAAGAGATTCATTCCA 120
FEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1863 AAATTGGTGGGATCCCGTCTGAATGTGATGTTCAGATGAGATAAGAAGAGATTCATTCCA 1804

Query 121  CTGAGCAGTGATTGAGGACAATTTGCAGTACAATCAATGGATGGTTGTCCTTCATACACA 180
FEErrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1803 CTGAGCAGTGATTGAGGACAATTTGCAGTACAATCAATGGATGGTTGTCCTTCATACACA 1744

Query 181  ATGACCCGGTCTGCCAAATAGGTCGCCATTATAAAGTCATGCTCGACTACAAATGCAGTT 240
FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1743 ATGACCCGGTCTGCCAAATAGGTCGCCATTATAAAGTCATGCTCGACTACAAATGCAGTT 1684

Query 241  TTCTTTGCGTGGAGAATAAATCGCTTTATGACTTTAGAAGCAACAATACGTTGCTCAGAA 300
Frrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1683 TTCTTTGCGTGGAGAATAAATCGCTTTATGACTTTAGAAGCAACAATACGTTGCTCAGAA 1624

Query 301  TCGAGATATGCACTTGGCTCATCGATCAGGTATATATCCGCAGGCTTTCCGAGGCACAGA 360
FErrrrrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e e

Sbjct 1623 TCGAGATATGCACTTGGCTCATCGATCAGGTATATATCCGCAGGCTTTCCGAGGCACAGA 1564

Query 361  GTTAATGCAACCCTTTGCAATTCTCCTCCTGAGAGATTGACAACTTCTTGATCCATCAAC 420

Sbjct 1563 GTTAATGCAACCCTTTGCAATTCTCCTCCTGAGAGATTGACAACTTCTTGATCCATCAAC 1504

Query 421  TGCTCAATCTGAAGTGGTTTCATCACATCCGACATAAATTGTGGATGCATGTAAGAATCT 480

Sbjct 1503 TGCTCAATCTGAAGTGGTTTCATCACATCCGACATAAATTGTGGATGCATGTAAGAATCT 1444

Query 481  CGAATCTTTTGATGTAGCAGGTGCCTAACTGAATTCTGAAACTTTGGGCTGATC 534

Sbjct 1443 CGAATCTTTTGATGTAGCAGGTGCCTAACTGAATTCTGAAACTTTGGGCTGATC 1390

ID GENE: 827661 — atrli2 de Arabidopsis thaliana
Length=2279

Score = 987 bits (534), Expect=0.0

Identities = 534/534 (100%), Gaps = 0/534 (0%)
Strand=Plus/Minus

Fig. 8. Analises da sequéncia de nucleotideos obtida por sequenciamento automatico utilizando o
iniciador reverso T7 correspondente a regido do terminador T7 do pET-28a(+), no qual o inserto
NBDs de AtRLI2 foi clonado, usando o programa blastn. As sequéncias das linhas Query
correspondem as sequéncias obtidas utilizando o iniciador reverso T7 correspondente a regido do
terminador T7 do pET-28a(+). As sequéncias das linhas Shjct correspondem as sequéncias de
nucleotideos depositadas no GenBank. A comparacdo de sequéncia indicou 100% de indentidade com
gene atrli2 de Arabidopsis thaliana.

O resultado do sequenciamento utilizando o iniciador senso T7 correspondente a
regido do promotor T7 do pET-28a(+) no qual o inserto FeS foi subclonado revelou a
presenca da regido codificante para o dominio FeS, do codon de terminacdo TGA, 0
sitio de restricdo para a enzima Xho I, e os residuos His6 tag (Quadro 1, linha B).
Entretanto, os resultados evidenciaram que o plasmideo apresenta uma modificagcdo
entre os seus sitios anterior ao sitio de restricdo Nde | levando a formacgdo de um
peptideo diferente do Hiss tag que quando comparado a sequéncias depositadas no

GeneBank apresentam 100% de indentidade com sequéncia propria de Xylella fastidiosa
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(dados ndo mostrados). Esta modificagdo ndo foi identificada nas analises de digestéo
enziméatica (Fig. 5) uma vez que as bandas digeridas foram geradas no tamanho

esperado.

Essa construcdo ja havia sido induzida a expressdo em E. coli da linhagem BL21
(DE3) pRIL codon plus e obtida na fragdo soluvel. A proteina produzida expressa
também foi purificada e apresentou caracteristicas proprias de clusters FeS como cor,
oxidacdo e tamanho molecular esperado. O rendimento da purificacdo foi da ordem de
80 mg/L. Para os estudos estruturais, a proteina purificada foi avaliada por experimentos
de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). Nestas condi¢cbes, uma baixa
polidispersidade (8,9%) foi obtida e com base nestes resultados, experimentos de
cristalizacdo da proteina foram iniciados. Foram obtidos pequenos cristais ap6s um més
da montagem dos experimentos. A fim de realizar estudos funcionais, anticorpos contra
a proteina também foram obtidos e titulagdo dos anticorpos feita por ELISA mostrou
que os anticorpos produzidos reconheceram o peptideo a um alto titulo (1/2560) (dados
ndo detalhados e ndo mostrados).

No entanto, devido a presenca da modificacdo, ndo foi possivel concluir a
integridade desta construcdo ndo sendo possivel confirmar se o inserto, ao ser expresso,
poderia ter saido de fase de leitura com plasmideo pET-28a(+). Sendo assim, optou-se
por trabalhar com a construgédo correspondente ao dominio NBDs, uma vez que este se

encontra corretamente clonado.

4.3. Obtencgéo da Proteina Recombinante NBDs e Testes de Solubilidade

O plasmideo pET-28a(+) carregando o fragmento de DNA codificante para a
proteina NBDs foi transformado em bactérias E. coli competentes da cepa de expressao
BL21 (DE3) pRIL codon e E. coli ArcticExpress (DE3).

A escolha por esses sistemas de expressao no contexto deste trabalho deveu-se ao
fato de que as células hospedeiras da série BL21 sdo deficientes nas proteases Lon e
OmpT, que podem degradar a proteina recombinante, e possuem o lisogene lambda
DE3 que confere elementos genéticos relevantes compativeis com o sistema pET. O
vetor pET-28a(+) possui o promotor da T7 RNA polimerase cuja expressao requer o
fragmento DE3 (gene 1 do bacteriofago T7) que esta sob controle do promotor lacUV5

induzido por IPTG o qual se associa ao repressor e 0 inibi, deixando o promotor livre
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para a interacdo com a RNA polimerase e posterior transcri¢cdo do gene que esta sob seu
controle. Uma cépia do gene lacl que codifica uma proteina repressora, o repressor lac,
esta presente no genoma de E. coli e no sistema pET. O repressor lac reprime o
promotor lacUV5 e o promotor hibrido T7/lac codificado pela expressédo do plasmideo.
A T7 RNA polimerase é transcrita quando o IPTG se liga e libera o repressor lac do
operador lac. A transcricdo do gene alvo, que esta clonado no sitio multiplo de
clonagem do plasmideo e sob o controle do promotor hibrido T7/lac, é iniciada
subsequentemente pela T7 RNA polimerase (Anexo 2) (Novagen, 2005; Sorensen e
Mortensen, 2005).

Além desse sistema de expressdo altamente controlado em bactéria o vetor pET
possui uma seqiiéncia que codifica uma calda para 6 residuos de histidina (Hisg tag) na
regido N-terminal e C-terminal permitindo que a proteina de interesse produzida seja
purificada por cromatografia de afinidade tanto em condi¢bes nativas quanto
desnaturantes por sua ligacdo a ions niquel imobilizados em coluna cromatografica
(Novagen, 2005; Sorensen e Mortensen, 2005). Os residuos Hiss tag por serem de
pequeno tamanho sdo pouco imunogénicos ndo interferindo significantemente na
producdo de anticorpos em animais modelos, contribuem muito pouco para a
conformacédo da molécula ndo comprometendo significativamente a funcao bioldgica da
proteina e elimina comumente a necessidade de remocdo proteolitica (Sambrook e
Russel, 2001; Woestenenk et al., 2004). Além disso, estudos sugerem que Hiss tag
posicionados na regido N-terminal tem um efeito menos negativo sobre a solubilidade
da proteina do que tags posicionados na regido C-terminal (Woestenenk et al., 2004).

As cepas de expressdo BL21 (DE3) pRIL codon plus possuem cddons raros, 0 que
diminui a incompatibilidade de cddons preferenciais entre 0 gene a ser expresso e 0
hospedeiro (Sambrook e Russel, 2001).

As cepas ArcticExpress co-expressam as chaperoninas Cpnl0 e Cpn60 de
Oleispira antarctica. O emprego do ensaio de expressdo utilizando esta cepa representa
uma estratégia para recuperacdo da proteina recombinante na sua forma solivel, uma
vez que as chaperoninas podem conferir melhor processamento de proteinas em baixas
temperaturas e, potencialmente, aumentar o rendimento da proteina na sua forma ativa.
Além disso, as cepas de expressdo ArcticExpress faltam, naturalmente, a protease Lon
que pode degradar proteinas recombinantes (Schein, 1989; Ferrer et al., 2003).

Neste trabalho, ndo se obteve sucesso na inducdo da expressdo da proteina
recombinante NBDs usando cepas ArcticExpress (dados ndo mostrados). A proteina foi
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obtida em E. coli da linhagem BL21 (DE3) pRIL codon plus onde se conseguiu induzir
a expressao utilizando 1 mM de IPTG a uma temperatura de 28°C por 4 horas em uma
DO de 0,6 num comprimento de onda a 600 nm. De acordo com os resultados
mostrados na Figura 9, pode-se observar que o teste de expressdo foi bem sucedido,
resultando na proteina apresentando o seu tamanho esperado (~64 kDa).

Fig. 9. Gel SDS-PAGE 12% mostrando a inducdo da expressdo em E. coli proteina da
recombinante NBDs de AtRLI2. O gel foi corado com Comassie blue. Marcador de peso molecular
LMW Protein Molecular Weight Markers (GE Healthcare). Na linha 1 esta extrato protéico total de
células sem adicdo de IPTG que serviu como controle, na linha 2 esta extrato protéico total de células
com adicdo de 5 mg/mL de glicose na etapa de crescimento a 37°C a fim de evitar uma possivel
expressdo basal da proteina e toxicidade ao hospedeiro e na linha 3 esta o extrato protéico total de células
cuja expressao foi induzida com adi¢do de 1 mM de IPTG a uma temperatura de 28°C por 4 horas em
uma DO de 0,6 num comprimento de onda a 600 nm. A caixa em verde seguida de uma seta indica a
banda referente a proteina (~64 kDa).

Um ensaio de inducdo da expressdo utilizando 5 mg/mL de glicose nas
condigdes de crescimento a 37°C foi realizado a fim de evitar essa expressdo basal.
Para essa condi¢do ndo houve sucesso na expressao (Fig. 9), provavelmente, pela super-
regulacdo da expressdo da proteina heteréloga pela glicose que atua regulando
negativamente o gene lac operon (Novagen, 2005; Sorensen e Mortensen, 2005; Tan et
al., 2007).

A utilizagdo da glicose nos ensaios de expressdo da proteina NBDs, deu-se ao
fato de que na auséncia de IPTG ocorre uma expressdo basal da T7 RNA polimerase
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que esta sob controle do promotor lacUV5 no lisogene DE3 ocasionando,
subsequentemente, uma expressao basal da proteina alvo cuja sequéncia esta inserida
posteriormente ao promotor T7 do pET. As proteinas recombinantes expressas em E.
coli podem interferir na funcdo normal da célula e portanto podem ser tdxicas para a
bactéria (Novagen, 2005).

Como descrito por Grossman e colaboradores (1998), um baixo nivel de
expressdo basal no sistema pET pode ser mantido pela suplementacdo do meio com
glicose. Na fase estacionaria do crescimento bacteriano, toda glicose € primeiramente
consumida e fontes alternativas de carbono sdo entéo utilizadas causando aumento dos
niveis de cAMP (Cyclic Adenosine Monophosphate) estimulando a transcricdo do
promotor lacUV5 e subsequentemente a expressao da T7 RNA polimerase no lisogene
DE3 (Novy e Morris, 2001) juntamente com a expressdo do gene alvo como descrito
anteriormente. Entretanto, promotores lacUV5 sdo menos sensiveis a regulacdo pelo
complexo cAMP-CAP (cAMP- Activator Protein Catabolites), que estimula o inicio da
transcricdo, do que o promoter lac. O cAMP é produzido em resposta a baixos niveis de
glicose, contudo, a incorporacédo de glicose no meio de cultura reduz os niveis de CAMP
e aumenta a repressdo do promotor lac significativamente (Novy e Morris, 2001). A
glicose atua, entdo, evitando ou minimizando uma expressao basal da proteina alvo no
intuito de neutralizar uma possivel toxicidade da proteina recombinante para o

hospedeiro (Novagen, 2005; Sorensen e Mortensen, 2005).

Inicialmente, o comportamento da proteina NBDs quanto a solubilidade foi
analisado no tampé&o de extragdo Tris-HCI 50 mM pH 7,0 e NaCl 100 mM acrescido de
200 pg/mL de lisozima. Para esta condicdo a proteina apresentou-se na fracao insoluvel
(dados ndo apresentados).

Na tentativa de favorecer a expressdo da proteina na sua forma solivel em
condicdo nativa algumas modificacbes foram empregadas ao protocolo original de
expressédo, dentre elas a diminuicdo da temperatura de inducdo e menor concentracao de
IPTG. A temperatura € uma variavel do sistema que afeta diretamente o nivel de
expressao e a solubilidade da proteina, logo, uma diminuigdo na temperatura leva a uma
diminuicdo nos niveis de expressao, permitindo que o peptideo tenha maior tempo de
alcancar corretamente sua estrutura terciaria.

Outros procedimentos foram testados para obter a proteina na fragdo sollvel tais

como variagdo do tampao de lise, variacdo da forga ibnica, e a adi¢do de diferentes agentes
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solubilizadores tais como detergente idnico e ndo-idnico e agentes redutores. Os resultados
mostraram que, na maioria dos testes empregados, a proteina continuava na fracdo
insolavel do lisado celular. A Figura 10 mostra a insolubidade da proteina utilizando

sonicagao a uma poténcia de 50 W.

Fig. 10. Gel SDS-PAGE 12% mostrando a inducéo da expressdo em E. coli e a insolubilidade da
proteina recombinante NBDs de AtRLI2. O gel foi corado com Comassie blue. Marcador de peso
molecular LMW Protein Molecular Weight Markers (GE Healthcare). Na linha 1 esta extrato protéico
total de células sem adicdo de IPTG que serviu como controle, na linha 2 extrato protéico total de células
cuja expressdo foi induzida com adicdo de 1 mM de IPTG a uma temperatura 28°C por 4 horas, nas
linhas 3 e 4 estdo 0 sobrenadante do extrato protéico total de células e o pellet do extrato (fracdo
insolGvel) , respectivamente, obtidos a partir de sonicacdo a uma poténcia de 50 W em pulsos de 30 s. A
caixa em verde seguida de uma seta indica a banda referente a proteina (~64 kDa).

Testou-se também o protocolo de lise celular pela adicdo de N-Lauril Sarcosil
(Sarcosil) em diferentes concentragdes: 0,2%, 0,4%, 0,5%, 1% e 1,5%, segundo descrito
por Frangioni e Neel (2003). Para este protocolo obte-se a proteina NBDs na fracdo
sollvel em todas as condicBes testadas (Fig. 11 A e B).

A proteina NBDs é topologicamente semelhante a dominios NBDs da proteina
de membrana ABC transporter (Karcher et al., 2008). Proteinas de membrana sofrem
extensivas interacdes hidrofobicas e possuem uma forte tendéncia a formar agregados.
Prévios estudos afirmam que o detergente idnico forte sarcosil pode ser capaz de
solubilizar componentes membranares e evitar a agregacdo dessas proteinas
interrompendo ou prevenindo essas interagcBes hidrofobicas (McNally et al., 1991;
Frangioni e Neel, 2003). Todavia, a utilizagdo de detergente idnico forte, faz com que a

proteina assuma uma estrutura inativa devido a formacdo de complexos detergente/proteina.
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Além disso detergentes i6nicos sdo incompativeis com o niquel presente na coluna
cromatrografica diminuindo assim, a eficiéncia da purificacdo (Invitrogen, 2006). Neste
caso, utilizou-se o detergente ndo-idnico triton X-100, nas aliquotas contendo as
centracOes 0,4%, 0,5%, 1% e 1,5% de sarcosil (Fig. 11 A e B) e adicionou-se EDTA
para sequestrar o sarcosil e aumentar a eficiéncia da purificacdo da proteina NBDs. Na
presenca de cation divalente a extracdo pelo sarcosil decresce sendo necessario a adicdo
de um agente quelante como o EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid), uma vez que
este pode inibir cations divalentes (Frangioni e Neel, 2003).
A B

Fig. 11. Gel SDS-PAGE 12% mostrando a solubilidade da proteina recombinante NBDs de AtRLI2,
utilizando o detergente sarcosil. O gel foi corado com Comassie blue. Marcador de massa molecular
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, EUA). Em A, na linha 1 esta o extrato protéico
total de células induzida a expressdo com 1 mM de IPTG a 28°C por 4 horas, na linha 2 esta o
sobrenadante do extrato protéico total de células (fracdo soltvel), obtido a partir da adigdo de sarcosil na
concentragdo de 0,2%, na linha 3 estd o sobrenadante do extrato protéico total de células (fragdo soltvel),
obtido a partir da adicdo de sarcosil na concentragdo de 0,4% e triton X-100 1%. As amostras 2 e 3 foram
sonicadas a uma poténcia de 50 W em pulsos de 10 segundos por 10 vezes. Em B, na linha 1, esta o
sobrenadante do extrato protéico total de células (fracdo sollvel), obtido a partir da adigdo de sarcosil na
concentracdo de 0,5% , nas linhas 2, 3, 4 e 5 esta o sobrenadante do extrato protéico total de células com
a adicdo de: sarcosil 0,5% e triton X-100 1%, sarcosil 1% e triton X-100 1%, sarcosil 1,5% e triton X-100
1%, sarcosil 1,5% e triton X-100 1,5%, respectivamente, com posterior sonicacdo a uma poténcia de 50
W em pulsos de 10 segundos por 10 vezes. Na linha 6, esta o sobrenadante do extrato protéico total de
células utilizando sarcosil 1,5% e triton X-100 3%. A caixa em verde e as setas indicam a banda referente
a proteina (~64 kDa).
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4.4. Purificagdo da Proteina Recombinante NBDs em Condi¢do Desnaturante e
Nativa

A proteina NBDs foi purificada em condicdo desnaturante utilizando uréia para
solubilizar a proteina (ver Material e Métodos, item 3.6).

Nesta condicéo, a proteina que estava totalmente presente na fracdo insoldvel do
lisado celular na forma de corpos de inclusdo (dados ndo mostrados) foi ressuspendida
em tampao glicina 50 mM pH 7,5 e desnaturadas na presenca de 8 M de uréia. Devido
ao tamanho da proteina NBDs (512 aminoacidos), € muito provavel o rearranjo para
uma conformacéo inativa com posterior formacao de agregados.

Segundo Gottesman e colaboradores (1997), os corpos de inclusdo sdo resultado
da acumulacdo intracelular de proteinas dobradas parcialmente ou dobradas
incorretamente formando agregados protéicos insoluveis e sem atividade. A formacao
dos corpos de inclusdo estd relacionada a uma falha e/ou sobrecarga do sistema de
controle da qualidade de proteinas quando a célula é submetida a algum tipo de estresse,
como a exposicdo a temperaturas elevadas ou superexpressdo de proteinas
recombinantes. Para Georgiou e Segatori (2005) ¢ dificil expressar proteinas insoluveis
para 0 meio e obté-las na forma sollvel e ativa, pois freqientemente, a superexpressao
conduz a producdo destes corplsculos, que sdo agregados insoliveis de proteinas,
tornando obrigatorio, na maioria dos casos, uma etapa posterior de renaturacao.

Neste trabalho, a proteina foi purificada em condicdo desnaturate em
cromatografia por afinidade em coluna de niquel (ver Material e Método, item 3.6) com
um rendimento da ordem de 10 mg/L (Fig. 12) e foi posteriormentente dialisada.

As fragdes foram eluidas em tampdo 20 mM glicina pH 8,0, 500 mM NaCl, 7 M
Uréia e 0,5 M imidazol. O imidazol é usado para eluir proteinas com cauda de histidinas
ligadas a ions niquel em coluna cromatografica, visto que em determinada
concentracdo, este composto compete com as histidinas pelos ions niquel através de
coordenacao quimica liberando, assim, a proteina de interesse.

A Figura 13 mostra o fracionamento em gel SDS-PAGE 12% de algumas das
aliquotas eluidas da purificagdo cromatografica comprovando que a proteina
recombinante NBDs foi purificada.
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Fig. 12. Cromatograma da purificagcdo da proteina recombinante NBDs em coluna de
afinidade por niquel a partir de condi¢io desnaturante utilizando 8 M de uréia. A figura contém o
momento da eluicdo 1-39. As proteinas recombinantes foram eluidas em tampédo 20 mM glicina pH 8,0,
500 mM NaCl, 7 M Uréia e 0,5 M imidazol. As aliquotas 1a 39 apresentaram um rendimento de 10 mg/L.

Fig. 13. Gel SDS-PAGE 12% mostrando o padréo de purificacdo em condi¢do desnaturante em
coluna de afinidade por niquel da proteina recombinante NBDs. O gel foi corado com Comassie blue.
Na linha 1 estd o sobrenadante do extrato protéico total de células de E. coli BL21 (DE3) pRIL codon
plus com expressdo induzida com 1mM de IPTG; Marcador de massa molecular Unstained Protein
Molecular Weight Marker (Fermentas, EUA); nas linhas 2 e 3 estdo as fracoes eluidas em tampéo 20 mM
glicina pH 8,0, 500 mM NaCl, 7 M Uréia e 0,5 M imidazol. A caixa em verde seguida de uma seta indica
a banda referente a proteina (~ 64 kDa).
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As aliquotas eluidas foram quantificadas em absorbancia obtida num
comprimento de onda a 280 nm calculando-se o coeficiente de extingdo molar ou
absortividade molar (¢) tedrico da proteina. O coeficiente de extingdo molar é a
capacidade de um mol de substancia absorver luz em um certo comprimento de onda. E
largamente utilizado para se ter uma estimativa da absorcdo da sequéncia de
aminoacidos de uma dada proteina purificada quando submetida a um dado
comprimento de onda ou andlise espectrofotométrica. O coeficiente de extingdo molar é
comumente estimado a partir dos residuos de tirosina, triptofano, cisteina oxidada ou
cistina e fenilalanina (compostos de cadeia fechada) em um dado comprimento de onda
(Pace et al., 1995; Gasteiger et al., 2005). Se o coeficiente de extingdo molar é
conhecido, este pode ser usado para determinar a concentracdo de uma proteina em
solugdo (Gill e Von Hippel, 1989). Mas este método apresenta erros significativos
quando as amostras ndo apresentam o aminoacido triptofano em sua composicéo (Pace
etal., 1995).

As aliquotas que apresentaram um melhor grau de pureza foram reunidas em
duas fracOes (A e B) de forma a se obter a mesma concentracdo da proteina em cada
fracdo.

Na tentativa de encontrar condicdes para ressolubilizar a proteina NBDs e evitar a
formacéo dos agregados insollveis foram adicionados a fracdo A 200 pg de DNA
esperma de salmdo (Eppendorf) e 10 mM de cloreto de magnésio a fim de obter a
protefna renaturada. O cloreto de magnésio foi usado na mistura uma vez que o Mg** é
um co-fator essencial para que a hidrolise do ATP seja catalisada pelo NBDs (Hou et
al., 2002; Hwang et al., 2009). A fracdo B, serviu como controle. Em seguida, foi
realizada a troca do tampéao da amostra onde as fragcdes foram dialisadas para a retirada
gradual da uréia e do imidazol da mistura conforme descrito em Material e Métodos,
item 3.6.

Durante a dialise, as amostras formavam agregados insollveis indicando
problemas na conformagdo funcional ou enovelamento da proteina. Desta forma, as
fracbes A e B contendo a proteina em corplsculos de inclusdo foram separadas do
sobrenadante por centrifugacdo e foram ressolubilizadas em tampdo glicina 50 mM pH
7,5 contendo 7 M de uréia. Adicionou-se 60 pM de dATP (2’-deoxi ATP) e 10 mM de

cloreto de magnésio nas duas fragdes para a renaturacédo da proteina.
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Ambas as fracOes foram novamente dialisadas a fim de eliminar toda uréia
presente na mistura e até que ndo restasse precipitados visiveis, o que era um indicativo
de que a proteina estava renaturada e assim pronta para ser utilizada.

Os dominios NBDs (Nucleotide Binding Domains) possuem motifs conservados
de ligacéo e hidrolise de ATP o qual lhe confere a base estrutural e funcional. Mudancas
conformacionais geradas de maneira dependente de ATP séo observadas em ABC-
ATPases de bactéria, levedura e Drosophila. A ligacéo e hidrolise de ATP no dominio
NBDs de RLI desses organismos, também sdo essencias para a sua fungdo (Dawson e
Locher, 2006; Andersen e Leevers, 2007; Karcher et al., 2008). Prévios estudos
estruturais realizados por Karcher e colaboradores (2008) em RLI de Archea, sugerem
que 0 ATP induz mudangas conformacionais ao dominio NBD1 e NBD2, pela conexdo
estrutural entre o motivo de ligacdo a nucleotideo Y-loop do NBD1 e o dominio FeS o
que ocasiona, provavelmente, o reposicionamento do dominio FeS.

Cai e colaboradores (2006) utilizaram o dATP, um analogo hidrolisavel do ATP,
para dirigir mudangas conformacionais & CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator) (cuja perda da funcdo acarreta em fibrose cistica) atraves da
interacdo do dATP com o motivo LSGGQ do NBD1 e NBD2 de CFTR. O dATP
conduz a um aumento significativo da abertura do canal de propagagdo de CFTR em
comparagdo com o ATP (Bompadre et al., 2008).

A disponibilidade de proteinas NBDs puras, ativas e em quantidade suficiente
para estudos biofisicos e estruturais € muito Util para a elucidacdo das bases da atuacdo
da proteina no mecanismo de mudancas conformacionais ao dominio FeS de AtRLI2.
No entanto, a expressdo de fragmentos NBDs homélogos a proteinas ABC tem sido um
problema devido a predisposicdo significativa desses fragmentos a geracdo de
corptsculo de inclusdo limitando a solubilidade e a purificagdo (Roosheek et al., 2004;
Park et al., 2008).

Neste trabalho o dATP foi utilizado na tentativa de renaturar a proteina NBDs. O
acesso do sitio de ligacdo a ATP da proteina NBDs pode ser aumentado na presenca de
dATP podendo levar a um rearranjo conformacional ativo e a estabilidade da molécula,
podendo assim, evitar a formagéo de agregados.

As fragdes dialisadas foram quantificadas utilizando-se o método de Bradford
sendo possivel observar um aumento significativo do rendimento da proteina apos a
adicdo de dATP na didlise quando comparado a adicdo de DNA esperma de salmdo

(dados ndo mostrados).
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No entanto, apesar do rendimento significativo obtido com o uso do dATP, ndo
obte-ve uma quantidade suficiente da proteina para a realizacdo dos ensaios biofisicos e
cristalograficos. Desta forma optou-se pela purificagdo em condi¢do nativa utilizando os
extratos originados da lise com o detergente sarcosil na concentracao 0,2%. A utilizacéo
de sarcosil na concentracdo 0,2% tem mostrado ser compativel com a purificacéo
usando-se resina de niquel (Invitrogen, 2006).

A proteina foi purificada em condi¢cdo nativa em cromatografia por afinidade em
coluna contendo niquel, conforme descrito em Material e Método, item 3.6, utilizando
0s extratos originados da lise com o detergente sarcosil na concentracdo 0,2%. A Figura
14 mostra 0 momento da eluicdo da proteina NBDs em tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,5
com 100 mM NaCl e 100 mM de imidazol. Para este protocolo obteve-se sucesso em
purificar a proteina sem problemas de precipitacao.

As aliquotas de cada fracdo da eluicdo foram analisadas por SDS-PAGE 12%
(dados ndao mostrados) e quantificadas em Aago calculando-se o coeficiente de extingdo
molar ou absortividade molar (¢) tedrico da proteina onde obteve-se um rendimento da

ordem de 8 mg/L.

1500
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Fig. 14. Cromatograma da purificacdo da proteina recombinante NBDs em coluna de afinidade por
niquel a partir da fragéo solGvel utilizando 0,2% de sarcosil. A figura contém o momento da eluicdo
de 1 a 60 mL. A proteina recombinante foi eluida Tris-HCI 20 mM pH 7,5 com 100 mM NaCl e 100 mM
de imidazol. As aliquotas 1a 60 apresentaram um rendimento de 8 mg/L.
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Entretanto, nesta condicdo ndo obte-ve um grau de pureza significativo e a
purificacdo necessita ser melhorada devendo-se ser empregadas, para tanto, novas
etapas de purificagdo como em gel-filtracdo e/ou troca-ibnica, bem como eletroforese
bidimensional a fim de se obter preparacfes da proteina em quantidade e grau de pureza

adequado para a realizagdo dos estudos biofisicos e estruturais.

4.5. Analise da expressdo e purificagdo da proteina recombinante NBDs por
Western blot

Para confirmar a obtencdo e purificacdo da proteina NBDs fusionada aos residuos
Hisg tag foi realizado um Western blot revelado com anticorpo monoclonal anti-Hiss
tag. O Western blot é um método largamente utilizado para identificacdo e
caracterizacdo de proteinas de interesse e leva a um aumento significativo do sinal
durante a imunodeteccdo da proteina que é particularmente mais efetivo com utilizagéo
de anticorpos monoclonais, uma vez que reconhecem somente 0 epitopo simples
especifico da proteina de interesse (Abeyrathne e Lam, 2007).

Para a realizacdo do Western blot neste estudo, os extratos celulares obtidos da
inducdo, bem como as amostras protéicas purificadas e dialisadas foram resolvidas em
SDS-PAGE 12% e imobilizadas a membrana de nitrocelulose. Incubando-se a
membrana com anticorpos anti-Hiss tag e revelagdo com substrato adequado, foi
possivel constatar o aparecimento das bandas de aproximadamente 64 kDa
correspondentes a proteina NBDs (Fig. 15). Observa-se também na Figura 15, o
reconhecimento do anticorpo a proteina purificada e apos ser dialisada, confirmando o
sucesso da obtencdo e purificagdo da proteina fusionada a uma sequéncia de 6
histidinas.

A B

NBDs — NBDs —»

(~64 kDa) = (~64 kDa)

Fig. 15. Western blot revelado com anticorpo anti-Hisg-tag (diluicdo 1:1000) para a proteina
recombinante NBDs de ATRLI2. A proteina obtida foi resolvida por separacdo em SDS-PAGE
12%. Na figura A: M= marcador de massa molecular Kaleidoscope Prestained Standars (Fermentas —
EUA). Na linha 1 esta o extrato celular originado da inducéo da expressdao com 1 mM de IPTG, a 28°C
por 4 horas. Nas linhas 2, 3, 4, 5 e 6 estdo as amostras originadas da purificacdo eluidas com 20 mM
glicina pH 8,0, 500 mM NaCl, 7 M Uréia e 0,5 M imidazol. Na figura B, estd a amostra da proteina apds
a dialise em tampédo 50 mM de glicina, 60 uM de dATP e 10 mM de cloreto de magnésio. A seta indica o
reconhecimento do anticorpo a proteina produzida na banda correspondente & massa molecular da
proteina NBDs (~64 kDa).
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5. CONCLUSOES

O dominio NBDs de ATRLI2 foi clonado em vetor pET-28a(+).

O dominio FeS de ATRLI2 foi clonado em vetor pET2-8a(+), no entanto, ndo
foi possivel confirmar por sequenciamento do DNA a integridade da construgéo

e os resultados obtidos ndo puderam ser utilizados.

A proteina NBDs de ATRLI2 foi expressa na forma recombinante fusionada a
um His6 tag em E. coli BL21 (DE3) pRIL codon plus.

A proteina NBDs foi obtida na fracdo soltvel utilizando o detergente N-lauril-

sarcosil.

A proteina NBDs foi purificada em cromatografia liquida por afinidade a niquel,
em condicdo desnaturante, com um rendimento de 10 mg/L, a partir da

expressdo em E. coli BL21 (DE3) pRIL codon plus.

A proteina NBDs foi purificada em cromatografia liquida por afinidade a niquel,
em condigéo nativa, com um rendimento de 8 mg/L, a partir da expressédo em E.
coli BL21 (DE3) pRIL codon plus.

A proteina NBDs recombinante expressa e purificada foi analisada por Western
blot utilizando o anticorpo comercial anti-Hiss tag que reconheceu a proteina
produzida na banda correspondente a massa molecular da proteina NBDs (~64
kDa).



57

6. PERSPECTIVAS

e Realizacdo de novos passos cromatogréficos utilizando cromatografia de troca
ionica e gel filtracdo visando a obtencdo da proteina pura e em maiores

quantidades para realizacdo dos ensaios biofisicos e cristalogréaficos.

e Realizacdo dos estudos espectroscopicos de DLS, CD e dos ensaios inicias de
cristalizagdo com a proteina NBDs visando futuramente resolver a sua estrutura

tridimensional por cristalografia.

e Realizacdo da reclonagem do dominio FeS e clonagem do gene de ATRLI2

completo para posterior expressao, purificacdo e cristalizacao.
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8. ANEXO

ANEXO 1: Preparo de células competentes

As cepas de E. coli DH5a e BL21 (DE3) Codon Plus mantidas em estoque em
cultura permanente a -80°C, foram inoculadas em 3 mL de meio liquido SOB (Triptona
2%, Extrato de levedura 1%, NaCl 17 mM, MgCl, 10 mM e KCI 5 mM) e incubadas a
37°C sob agitacdo de 190 rpm por 14 horas. Em seguida, 500 ul destas culturas foram
usados para inocular 50 mL de meio SOB os quais foram incubados a 37°C sob agitagédo
de 190 rpm até uma DO de 0,6 num comprimento de onda a 600 nm. As culturas foram
entdo mantidas no gelo por 15 minutos e adicionadas de 1 mL de MgCl, 1 M estéril. As
células foram centrifugadas a 4000 x g por 5 minutos a 4°C e os sobrenadantes foram
desprezados e o pellet ressuspendido em 20 mL de solu¢do 1 contendo KCI 100 mM,
MnCl; 50 mM, KAC 30 mM pH 6,9, CaCl, 10 mM, glicerol 15%, pH 5,8 e incubadas
no gelo por mais 30 minutos. Logo apds, foi realizada uma nova centrifugacao a 4000 x
g por 5 minutos a 4°C e sobrenadantes foram descartados e 0s precipitados novamente
ressuspendidos com 20 mL de solugdo 2 contendo: NaMOPS 10 mM pH7,0, KCI 10
mM, CaCl, 74 mM, glicerol 15%, pH 6,2. As células foram cuidadosamente
transferidas para microtubo em aliquotas de 100 ul, congeladas imediatamente em

nitrogénio liquido (N2) e armazenados em freezer —80°C em aliquotas de 100 pl.
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ANEXO 2. Controle do plasmideo pET pelo promotor T7lac. 1. Genoma de E.
coli: Destacando o local do promotor lac no cromossomo da célula com o operador
lacUV5 reprimido pela proteina repressora, codificada pelo gene lacl, impedindo a
ligagdo da RNA polimerase de E. coli. Posteriormente ao promotor lac, esta o gene T7
gene 1, que codifica para a T7 RNA polimerase do fago T7. Com a adicdo de IPTG a
proteina repressora € liberada do operador lac permitindo a ligacdo da T7 RNA
polimerase da bactéria e subsequentemente a transcricdo do gene da T7 RNA
polimerase do fago T7 posteriormente a regido promotora. 2. Plasmideo pLysS ou
pLysE: contém o gene que codifica para T7 lizosima, um inibidor natural da T7 RNA
polimerase. 3. Vetor pET: promotor hibrido T7/lac e operador lac o qual esta reprimido
pela proteina repressora lac que em resposta ao IPTG libera o operador lac e possibilita
a ligacdo da T7 RNA polimerase do fago T7 ao promotor T7 e subsequentemente a
transcricdo do gene alvo clonado posteriormente ao sitio multiplo de clonagem do
plasmideo (NOVAGEN, 2005).
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