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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo e caracterizacdo de dois
complexos moleculares, hRXRaAAB e hemocianina de Acanthoscurria
gomesiana, através de técnicas estruturais e biofisicas. O uso da técnica de
crio-microscopia eletrénica para o estudo da hemocianina de Acanthoscurria
gomesiana, resultou em um modelo estrutural com resolucdo de 17 A — pelo
método de Fourier Shell Correlation com o critério de %2 bit. Neste limite de
resolugao, ja € possivel observar detalhes estruturais que o mostram como
sendo compativel com outros modelos de hemocianinas. Com relagdo ao
estudo de hRXRaAAB, mostrou-se, através das técnicas de cromatografia
analitica de exclusdo por tamanho, eletroforese de gel de poliacrilamida e
SAXS, que a proteina pode se apresentar no estado dimérico em solucéo,
mesmo na auséncia do seu ligante, 9-cis-RA. Também foi estudado a
associacdo de hRXRaAAB a elementos responsivos: DR1, DR4, F2 e PAL.
Suas constantes de dissociacao foram calculadas através da técnica de
espectroscopia por anisotropia de fluorescéncia. Os resultados obtidos
mostram maior afinidade por DR1 e DR4 e indicam uma origem entrépica
para o processo de associacao.
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ABSTRACT

This work presents the study and characterizarion of two
molecular complexes, hRXRaAAB and hemocyanin from Acanthoscurria
gomesiana, using structural and biophysical techniques. The use of electron
cryo-microscopy to study hemocyanin from Acanthoscurria gomesiana
resulted in a strucural model at 17 A resolution as calculated by Fourier Shell
Correlation using "2 bit criteria. This resolution allow us to see some
structural details that shows the correctness of that model when comparad to
other hemocyanins structures. As for the study of ARXRaAAB, it was shown,
using analytical size exclusion chromatography, poliacrilamide gel
electrophoresis and SAXS, that protein forms dimers in solution, even in the
absence of its ligand, 9-cis-RA. The association mechanism of hRXRaAAB
was studied with several responsive elements: DR1, DR4, F2 and PAL. Their
dissociation constants were measured using fluorescence anisotropy
spectroscopy. Results show that DR1 and DR4 have the highest affinity for
the protein and indicate that the association process is entropy driven.
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1 Introducao

1.1 Complexos Macromoleculares

Nas ultimas décadas, o avango na biologia molecular tem
trazido um maior entendimento sobre diversos processos celulares, com
impactos cientificos e tecnoldgicos para a sociedade. A hemoglobina foi a
primeira macromolécula a ter sua estrutura resolvida, pela técnica de
cristalografia de raios-X (PERUTZ et al., 1964), sendo um marco do inicio da
biologia molecular estrutural. Atualmente, esta técnica tem permitido a
elucidacdo de estruturas de macromoléculas com resolugdo atémica, como
feito para o caso do ribossomo (BAN et al., 2000; WIMBERLY et al., 2000,
WARREN et al., 2000). Além da cristalografia por raios-X, diversas outras
técnicas véem contribuindo da construgcdo do conhecimento nesta area,
entre elas a espectroscopia por ressonancia magnética nuclear, microscopia
eletrénica, espectroscopia por fluorescéncia, espectroscopia de massa e

modelagem por homologia. Através destas e de outras técnicas estruturais e



biofisicas, obteve-se avancos no entendimento da estrutura e funcdo de
diversos constituintes celulares. Entretanto, sabe-se hoje, que a maior parte
das fungdes bioldgicas tem origem na interagao de diversos constituintes do
sistema celular, tais como proteinas, DNAs, RNAs e pequenas moléculas.
No fim da década passada, Alberts (1998) caracterizou a célula como sendo
um conjunto de maquinas macromoleculares pertencentes a diferentes
linhas de produgdo interligadas, e nao apenas um conjunto de
compartimentos, separados por membranas, onde proteinas especificas sao
confinadas e interagem quase ao acaso para realizar tarefas especificas:
"But instead of a cell dominated by randomly colliding individual
protein molecules, we now know that nearly every major
process in a cell is carried out by assemblies of 10 or more
protein molecules. And, as it carries out its biological functions,
each of these protein assemblies interacts with several other
large complexes of proteins. Indeed, the entire cell can be
viewed as a factory that contains an elaborated network of

interlocking assembly lines, each of which is composed of a set

of large protein machines."

A existéncia de complexos moleculares, que atuam conforme
maquinas necessarias a um processo especifico, sugere a existéncia de um
nivel organizacional superior ao que se supunha a algumas décadas atras.
Um ano apods o artigo de Alberts, Hatwell et al. (1999), corroboraram a idéia
através do reconhecimento da importancia de moddulos funcionais na
organizacdo bioldgica e de que suas caracteristicas ndo podem ser
facilmente entendidas através do estudo individual de suas partes

constituintes:



"We argue here for the recognition of functional ‘'modules’ as a
critical level of biological organization. Modules are composed
of many types of molecule. They have discrete functions that
arise from interactions among their components (proteins, DNA,
RNA and small molecules), but these functions cannot easily be

predicted by studing the properties of isolated components."

No ambiente celular, além de complexos protéicos, também
sdo formados complexos macromoleculares através da associagao de
proteinas a DNAs e RNAs. Receptores nucleares sdo um exemplo de
proteinas que formam complexos, ndo somente entre si, originando
oligbmeros, mas também em associacbes a molécula de DNA (PICARD,
1999; LAUDET; GRONEMEYER, 2002). Estas multiplas associagdo de
constituintes celulares, para o desempenho de fung¢des especificas, indicam
a possivel existéncia de um grande numero de complexos macromoleculares
dentro do ambiente celular. Estudos sobre o conteudo de células de
leveduras mostraram a existéncia de cerca de 200 a 300 complexos
moleculares formados pela associagdo de duas ou mais proteinas (GAVIN et

al., 2002; HO et al., 2002).

Além dos complexos que vém sendo identificados através de
técnicas correntes, ha a possibilidade de existéncia de outros processos no
ambiente celular que ainda n&o foram identificados. O nivel de complexidade
dos mecanismos celulares que atuariam através da formacao de complexos

moleculares pode ser ainda maior do que o0 que se observa hoje.



Recentemente, Mattick (2004) sugeriu a existéncia de mecanismos de
sinalizagao celular envolvendo RNAs n&o codificadores (ncRNA), que séo
originados principalmente por introns. A simples existéncia de um
mecanismos como este aumentaria sobremaneira 0 numero de possiveis
complexos no ambiente celular. Isto porque, a maioria do genoma de
organismos superiores codifica NncRNAs, sendo estes cerca de 98% nos

humanos.

O estudo de complexos moleculares tem se mostrado, dessa
maneira, como uma nova fronteira com uma clara perspectiva de ser
fundamental para o aumento do entendimento dos processos celulares.
Segundo Sali et al. (2003), o estudo de grandes complexos
macromoleculares, juntamente com a gendmica estrutural, € uma tendéncia

da biologia molecular estrutural:

"In recent years, two trends have emerged in structural biology:
efforts to achieve a comprehensive coverage of individual
protein structures (so-called structural genomics) and efforts to

analyse the structures of large complexes."

Embora seja clara a importédncia de uma continua busca de
entendimento dos constituintes celulares individuais, cada vez mais, o
estudo de complexos macromoleculares sera fundamental para o aumento
da compreensdo dos processos celulares. Hartwell et al. (1999) sugerem
gue a ciéncia atual esta em um movimento de transi¢ao entre os estudos de

proteinas e genes individuais para o entendimento do que definem como



modulos funcionais:

"Cell biology is in transition from a science that was
preoccupied with assigning functions to individual proteins or
genes, to one that is now trying to cope with the complex sets

of molecules that interact to form functional modules"

Sali et al (2003), poeticamente, definiram a necessidade do

estudo de complexos moleculares da seguinte maneira:

"Whatever the timeframe may be, there is no doubt that
structural genomics will make a major contribution to the
proteomics dictionary of words and phrases. But words and

phrases alone do not make literature."

Sendo assim, o estudo de complexos moleculares tem se
mostrado necessario para um melhor entendimento dos processos
biolégicos. Neste sentido, para se ter acesso ao real funcionamento e
dindmica com que complexos moleculares atuam nos organismos, torna-se
necessario, nao so6 o correto entendimento de suas partes, mas também,
todo um conjunto de informagdes estruturais e biofisicas a respeito dos

diversos complexos necessarios a execugcao de um processo.

Neste trabalho, a técnica estrutural de crio-microscopia
eletrénica e técnicas biofisicas, entre elas espectroscopia por fluorescéncia,
foram utilizadas para a analise de complexos moleculares. Foram estudadas

a hemocianina de Acanthoscurria gomesiana (A. gomesiana) e o receptor

nuclear humano de &cido retindico 9-cis (hRRXRaAAB).
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1.1.1 Hemocianinas

Hemocianinas sdo complexos proteicos que fazem parte do
sistema respiratorio de espécies de moluscos e artropodes, sendo
responsaveis pelo transporte de oxigénio. Sao proteinas extracelulares,
presentes na hemolinfa, cujos complexos moleculares tém massa de até 9
MDa (ORLOVA et al., 1997). Estes complexos apresentam uma organizagao
estrutural dependente do organismo, podendo ser decameros, didecameros,
hexadmeros, ou complexos de hexadmeros (ORLOVA et al., 1997; VOLBEDA
et al., 1989; BELTRAMINI et al.,2005). Cada um destes dominios liga uma
unica molécula de oxigénio, através de dois atomos de cobre que sao

coordenados por seis histidinas.

As hemocianinas de moluscos se organizam em
homodecameros ou heterodecameros cilindricos, compostos por sub-
unidades com cerca de 350 kDa a 450 kDa. Cada uma destas é formada por
sete ou oito dominios globulares com cerca de 44 kDa a 55 kDa. Estas sub-
unidades se agrupam formando decameros que atingem massa em torno de
3,5 MDa a 4,5 MDa. Estes, por sua vez, podem estar associados dois a dois,
formando didecameros com massa em torno de 8 MDa a 9 MDa (ORLOVA
et al. 1997; KELLER et al. 1999). Um exemplo de um destes complexos € a
hemocianina do keyhole limpet californiano, Megathura crenulata. Este
organismo possui duas formas de hemocianina, chamadas KLH1 e KLHZ2,
ambas formadas por um didecadmero cilindrico. A primeira estrutura deste

complexo, obtida por crio-microscopia eletrdnica, possuia resolucédo de 45 A



(DUBE et al., 1995), impossibilitando a separag¢ao entre as duas formas, mas
evidenciando dados estruturais comuns a ambas. De loannes et al. (2004)
mostraram que a hemocianina do gastropode chileno Concholepas

concholepas é formada por hetero-didecameros com massa de 8 MDa.

No caso dos artrépodes, estas proteinas sdao compostas por
sub-unidades distintas com massa em torno de 75 kDa, que se combinam
em hexameros conforme Figura 1. Estes hexadmeros podem ser encontrados
isolados (1 x 6-mero) ou formando complexos de até oito hexameros (2 x 6-
mero, 4 x 6-mero, 6 x 6-mero, 8 x 6-mero), dependendo da espécie e das
condigbes fisiologicas (DUBE et al., 1994). Modelos estruturais de sub-
unidades de hemocianinas de Panulirus interruptus (VAN SCHAICK et al.
1982; VOLBEDA; HOL, 1989) e de Limulus polyphemus (HAZES et al.,

1993; TAVEAU, et al., 1997) foram feitos por difragdo de raios-X.

Figura 1. Estrutura da hemocianina de Panulirus interruptus obtida por
cristalografia de raios-X a 3,2 A de resolugdo (VOLBEDA; HOL, 1989),
PDBs 1HC1, 1HC2, 1HC3, 1HC4, 1HC5 e 1HCS6.



No caso de P. interruptus, a molécula de hemocianina é um
hexadmero heterogéneo, formado por trés sub-unidades: a; b e c. A estrutura
resolvida por Volbeda e Hol (1989) possui duas destas: a e b. No caso da
hemocianina de Eurypelma californicum, uma espécie de tarantula, o
complexo é formado por quatro hexdmeros heterogéneos compostos por
sete diferentes sub-unidades (VOIT et al., 2000). As sub-unidades sé&o
denominadas a, b, ¢, d, e, fe g. Para formagao do 24-mero sdo necessarias
quatro sub-unidades dos tipos a, d, e, f, g, e duas dos tipos b e ¢ (a
estequiometria do 24-mero é 4a, 2b, 2c, 4d, 4e, 4f e 4g). As sete sub-
unidades sao necessarias para a formagao de um 4 x 6-mero completo e
estavel. Este é formado por dois 2 x 6-mero idénticos com estequiometria
2a, 1b, 1c, 2d, 2e, 2f e 2g. Os dois hexadmeros constituintes do 2 x 6-mero
sdo, portanto, diferentes pois um deles possui a sub-unidade b enquanto o
outro possui a sub-unidade c. Estas duas sub-unidades possuem uma forte
associagao, formando um heterodimero que exerce um importante papel na
estabilizagcdo do complexo. Esta ligagao ndo so estabiliza a associagéo entre
os dois hexameros de cada 2 x 6-mero, como também é responsavel pela
formagao de uma ligagao central entre os dois 2 x 6-meros que formam o 4
x 6-mero. As diferentes sub-unidades sao necessarias nao so6 para a

estabilizacao do complexo, como também para o seu correto funcionamento.

Assim como a hemocianina de E. californicum, a hemocianina
da tarantula brasileira A. gomesiana, investigada neste trabalho, mostrou-se
um complexo composto por 24 sub-unidades agrupadas em quatro

hexdmeros (4 x 6-mero) com massa total em torno de 1,7 MDa. Embora
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tenham sido identificadas oito sequéncias de sub-unidades pertencentes a
hemocianina de A. gomesiana (LORENZINI et al., 2006), a analise do
complexo através de espectrometria de massa apresentou peptidios de
apenas sete das sequéncias originalmente identificadas (LORENZINI,

comunicagao pessoal).

1.1.2 Receptor de acido retindico 9-cis

A comunicagao entre as células de animais superiores se da
através da interacdo entre diferentes tipos de moléculas de sinalizagao
(proteinas, nucleotideos, retindides, entre outras) e proteinas especificas,
denominadas receptores. Estes, estao presentes nas células alvos, podendo
estar localizados em diferentes regides, em sua superficie ou no interior da

mesma.

C-Terminal

Dominio de ligagao ao
E ligante (LBD)

Dominio de ligagéo
C ao DNA (DBD)

A/B

N-Terminal
Figura 2. Estrutura modular dos receptores nucleares.



Os receptores nucleares (LAUDET; GRONEMEYER, 2002)
compreendem, uma familia de receptores que agem no nucleo da célula e
estdo envolvidos em praticamente todas as fungbes fisioldégicas do
organismo. Essa familia é composta por receptores para horménios
lipofilicos: esteroides, retindides, vitamina D e tiroidianos. Entre eles, ha
também um grupo de receptores para os quais nao foram identificados
ligantes naturais. Estes sdo denominados “receptores 6rfaos” (KLIEWER et

al., 1999).

Todos receptores nucleares possuem uma estrutura modular
(Figura 2) composta por trés grandes dominios: o dominio N-terminal (regido
A/B), um dominio localizado centralmente (regido C), responsavel pela
ligacéo da proteina ao DNA (DBD — DNA Binding Domain) e o dominio C-
terminal (regido E), responsavel pela ligagdo ao ligante (LBD — Ligand
Binding Domain). Ha também uma regido responsavel pela ligacdo do DBD
ao LBD, chamada de dobradiga (regido D). Diferentes receptores nucleares
se ligam seletivamente a diferentes regides do DNA (MADER et al., 1993),
chamadas de elementos responsivos ao horménio (HRE, Hormone

Responsive Element).

Os acidos retindicos (RA), metabdlitos funcionais da vitamina
A, apresentam-se nas formas isoméricas all-trans e 9-cis, e exercem fungao
central em varios processos biologicos, sendo mais conhecidos como
cromoforos no processo visual. Entretanto, € sabido que retindides estao

envolvidos em diversos outros processos, como diferenciacdo de células
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epiteliais; desenvolvimento fetal e regulagdo da proliferagdo e diferenciagéo

de diversos tipos de células.

O receptor do acido retindico 9-cis (RXR, retinoic X receptor)
foi inicialmente descrito como um receptor 6rfao e seu ligante, o acido
retindico 9-cis, (9-cis-RA), foi descrito posteriormente por Mangelsdorf et al.
(1990). O RXR esta envolvido em varios mecanismos de transcrigdo,
atuando como homodimero e heterodimero, sendo o principal parceiro de
outros receptores (ZHANG et al., 1992). Os receptores para o acido retindico
9-cis apresentam diferentes isoformas: RXR a, B e y, os quais diferem na
regiao N-terminal (regido A/B) e possivelmente controlam a expressao de

diferentes genes (LEID et al., 1992).

Foi demonstrado que RXRs, podem se apresentar em
diferentes estados oligoméricos (CHEN, 1998; KERSTEN, 1995a),
mondmeros, dimeros e tetrameros, em fungdo da concentragdo, da
presenca de seu ligante, acido 9-cis-retindico e de elementos responsivos.

Estes estudos foram realizados com uma forma nao fisiolégica da proteina

RXRa, possuindo uma delegao na regiao A/B (RXRaAAB).

A existéncia de dimeros de RXRoOAAB em solugdo, na
auséncia do ligante 9-cis-RA, €& observada desde os primeiros trabalhos
sobre oligomerizacao destas proteinas. Chen et al. (1994) mostraram que a
producdo de RXRoAAB de camundongo (mRXRaAAB), através de
expressdo em E. coli, gerava proteinas ativas com relacdo a ligacédo a

elementos responsivos e ao ligante, 9-cis-RA. Kersten et al. (1995a)
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utilizando este protocolo de purificacdo, mostraram que na concentracido de
50 uM, mRXRaAAB apresenta monémeros, dimeros e tetrameros, em PAGE
10%. Também por crosslinking, foi observada a presencga das trés espécies
oligoméricas. Neste mesmo trabalho, utilizando-se de medidas de
anisotropia por fluorescéncia, e da anadlise através do programa BIOEQS
(ROYER et al.,, 1990; ROYER, 1993), as constantes de dissociagdao de
tetrameros em dimeros e dimeros em mondmeros sdo calculadas como
sendo 155 nM e 4.4 nM. Com isso, os autores mostram que tetrdmeros
estariam presente em solugdo em concentragdes a partir de 20 nM e seriam
a espécie dominante acima de 70 nM. Sendo assim, a existéncia de dimeros
em solugcdo seria observavel apenas em uma faixa de concentracdo da
ordem de poucas dezenas de nM. A inconsisténcia destes dados com o que
foi observado nos experimentos anteriores, de PAGE 10% e crosslinking, é
justificada em fungao de perturbagdes que ocorreriam no equilibrio entre as
espécies devido a eletroforese. Segundo os autores, "This quantitative
discrepancy is likely to stem from perturbation of the equilibrium distribution

between the various protein species by prolonged electrophoresis".

Em trabalho posterior de Kersten et al. (1995b), a existéncia de
dimeros, em solugdo e na auséncia de ligante, também é observada. Os
autores mostram que a ligacado do 9-cis-RA ao tetramero de mRXRaAAB faz
com que este se dissocie e que dimeros passem a ser a espécie dominante.
Em experimento de crosslinking e eletroforese em gel nativo, dimeros sdo

observados na auséncia do ligante. A observacdo de dimeros da proteina e
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a discussao do efeito da migracdo em gel é retomada em trabalhos

posteriores (KERSTEN et al., 1997a; KERSTEN et al., 1998):

"(...) resolution of RXR by gel mobility-shift assays and even
more so by non-denaturing PAGE showed a significant dimeric
fraction even at high receptor concentrations. It should be
noted, however, that electrophoresis tends to lead to
dissociation of protein complexes resulting in shifting of the

equilibrium position."

Nestes trabalhos, a purificagdo da proteina era feita em uma
unica etapa de cromatografia por afinidade conforme definido por CHEN et
al. (1994). Em 1998, Chen et al. mostraram que a introdugdo de uma etapa
de cromatografia de exclusdo por tamanho, apdés a etapa de afinidade,
separa a populagcdo em duas espécies, com massa de 165 kDa e 42 kDa,
respectivamente tetrameros e mondmeros, calculadas a partir do volume de
eluicdo. Neste trabalho, a espécie resultante da associagao do tetramero ao
ligante 9-cis-RA é caracterizada como sendo monomérica. Anteriormente,
Kersten et al. (1995b) havia caracterizado essa espécie como sendo um
dimero compacto, com mobilidade, em gel nativo, intermediaria entre a de
mondémero e o de dimero. Essa caracterizagao foi reforcada por medidas de
anisotropia por fluorescéncia, que mostraram um valor de anisotropia
intermediario para dimeros e mondmeros. Ainda em 1998, Kersten et al.
sugerem que a ligacdo do 9-cis-RA dissocia tetrdmeros em dimeros e os

estabiliza em uma conformacéo favoravel a ligagdo ao DNA.
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A existéncia de dimeros, segundo estes trabalhos, fica
praticamente descartada em concentragbes de pM na auséncia de ligante e
elemento responsivo. Entretanto, Fischer et al. (2003) observaram a
existéncia de dimeros de RXRaAAB humana (hRXRaAAB) em solucéao, para
concentragbes bem acima destes valores. Isso foi feito através do calculo de
raio hidrodindmico, por cromatografia de exclusao por tamanho e DLS, e raio
de giro, por SAXS. Também foram propostos modelos estruturais para o

dimero, a 30 A de resolucéo, e o tetramero, a 17 A.

Os RXR ligam-se ao DNA como homo- ou heterodimeros,
regulando a transcricdo de diversos genes. As sequéncias AGGTCA e
AGTTCA séao preferencialmente reconhecidas por receptores de retindides,
de horménio tiroideano e vitamina D. RXRs, atuando como homodimero
reconhece preferencialmente o motivo AGGTCA, em elementos responsivos
do tipo repeticdo direta com um espagcamento (DR1) e, no caso da isoforma
3, também em palindromos sem espagamento (GLASS, 2005). Foi mostrado
que a ligagao de tetrameros de RXRs a DNAs também pode ocorrer (CHEN
et al., 1995; LIN et al., 1997), destacadamente para elementos responsivos
formados por quatro repeticoes diretas do motivo AGGTCA, separadas por

uma base C.

1.2 Microsocopia Eletrénica

1.2.1 Formacao da imagem

Assim como toda matéria, elétrons apresentam um
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comportamento de particula ou onda, dependendo das condi¢cdes a qual sao
submetidos e observados (EISBERG; RESNICK, 1988). Sendo assim, em
circunstancias controladas, um feixe de elétrons pode se comportar como
uma onda. Neste caso, a energia dos elétrons ira determinar o comprimento
de onda, que podera, portanto, ser ajustado em funcdo da aceleragcéo dos
mesmos. Deste modo, a analise do funcionamento de um microscépio
eletrénico e da formacgéo da imagem pode ser feita considerando-se o feixe
de elétrons como uma onda, com comprimento de onda definido pela sua

energia.

Na microscopia por transmissao eletronica, um feixe de
elétrons é produzido e focalizado em uma amostra, para analise da mesma.
Isto é feito através de um conjunto de bobinas que produzem campos
magnéticos, atuando como lentes para a onda de elétrons. A passagem do
feixe através da amostra, produz uma imagem de projecdo, ampliada, do
objeto analisado. Estas imagens podem ser observadas através de uma tela
fosforescente ou uma camera CCD, também podendo ser gravadas em um

filme fotografico ou adquiridas digitalmente.

A formagdo da imagem, na microscopia eletrénica, se da pela
interacdo dos elétrons com o objeto analisado, podendo ser através de um
espalhamento elastico ou inelastico. No caso de amostras bioldgicas, a
formagdo da imagem se da através da utilizagdo de contraste por fase. A
onda eletronica sofre deslocamentos de fase em fung¢ao da interacdo com a

amostra, ocasionando interacdes destrutivas e construtivas no plano da
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imagem. Embora ndo seja possivel analisar diretamente as diferengas de
fase originadas, essas dao origem a diferencas de intensidades, que podem

ser observadas.

Formalmente, para uma onda incidente, que se desloca na

direcdo z, o espalhamento elastico € descrito como sendo um deslocamento
de fase @(7) , dado por

®(7)=[ C(7,z2)dz (1)

onde 7 €& um vetor bidimensional e C(7,z) ¢é a distribuicdo do potencial

Coulombiano dentro do objeto. Sendo assim, uma onda plana incidente
¥,=exp(ikz) , ao interagir com uma amostra, tera sua fase modificada,

dando origem a onda espalhada
¥ (7)=¥ gexp[i P (7)] (2)

Utilizando-se a aproximacao de fase fraca, onde @(7)<1 ,a

Equacao 2 pode ser reescrita através da expansao
¥ (7)=Y, 1+i¢(?)—%¢(7)2+... 3)

mostrando que apds sofrer um espalhamento elastico, a onda resultante
possuira dois termos, o primeiro € a prépria onda incidente e outro € a onda
espalhada. Nesse caso, desprezando-se os termos de segunda ordem e

maiores, obtém-se
V(7 )=Y,+ ¥, i®(7) 4)
Na microscopia de transmissado, a funcdo de onda, no plano
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focal posterior as lentes objetivas, é a transformada de Fourier da equagao 3

ou mesmo da sua forma simplificada na equagéo 4.
¥, (k)=F|¥(7)| (5)
onde F indica a transformada de Fourier do argumento.

Entretanto, a aberragao esférica das lentes e o defoco causam

um deslocamento de fase adicional na onda espalhada, sendo
y(k)=2m X (k) (6)
onde X(l_é) € a fungao de aberragdo da onda (wave aberration function).

A aberragao esférica das lentes faz com que uma onda plana
incidente seja transformada em uma onda esférica deformada, que nao ira
convergir perfeitamente para um unico foco. Devido a esse fenbmeno, as
regides externas da onda terdo sua distancia focal diminuida com relacéo as

suas regioes internas.

A funcao de onda no plano focal posterior sera, portanto,
¥, (k)=F [¥(7)|expliy (k)]

A onda ainda sofrera uma modificacdo devido a passagem por uma

abertura, com uma fungdo A(k) , onde
A(k)=1 paralkl=0/a<0,/A (7)
A(k)=0 para os demais valores de ||

A funcéo de onda no plano da imagem sera, portanto

17



¥,(7)=F" [F¥ (7)] 4(k)expli y (k)] (8)

onde F' indica a transformada inversa de Fourier. A distribuicdo de
intensidades no plano da imagem, que é a imagem propriamente dita, sera

entao

1.2.2 Processamento das imagens

Apoés a aquisicao e digitalizagcdo das imagens, inicia-se o ciclo
de processamento. Uma ampla discussao sobre o processamento de dados,
para a obtencdo de estruturas de macromoléculas por microscopia
eletrbnica, pode ser encontrada em Frank (2006). Como primeiro
procedimento, imagens de particulas devem ser selecionadas nas imagens
adquiridas. Esse procedimento pode ser interativo ou semi-automatizado.
Programas como Boxer (LUDTKE et al., 1999) e Tyson (PLAISIER et al.,
2004), auxiliam na selecdo de particulas. Diferentes metodologias de
deteccao de particulas podem ser utilizadas nestes programas. Uma reviséo
sobre esse assunto é apresentada por Nicholson e Glaeser (2001). Em
seguida é feita a correcdo do CTF (Contrast Transfer Function), que é
necessaria para inversdo das fases das imagens obtidas. Nessa etapa, as
imagens também s&o filtradas e normalizadas de maneira a se ter um

conjunto de dados homogéneo.
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Fiur 3. Imagem de foso humn;g qa foi adicionado ruido, ge |
a figura ao lado.

Apos estas etapas, inicia-se 0 processamento propriamente

dito. As imagens obtidas possuem baixa relagdo sinal-ruido, sendo assim, é

necessario, como primeiro passo que se some imagens semelhantes no

sentido de se aumentar a relagdo sinal-ruido. A Figura 3 mostra uma

imagem utilizada como exemplo, a qual foi adicionado ruido. A imagem

original pode ser recuperada através da soma de diversas imagens com

baixa relag&o sinal-ruido, como mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Resultado da somatéria de imaens com ruido, como a da
Figura 3. Os numeros indicam o total de imagens somadas.

Entretanto, para que as imagens possam ser somadas, de
maneira a melhorar a relagdo sinal-ruido do resultado e preservar o seu
conteudo, € necessario que estejam alinhadas, translacionalmente e
rotacionalmente. Para isso, as imagens precisam ser divididas em pequenos
grupos (classes) que contenham imagens com a mesma orientagdo da
molécula. Somas de imagens de uma mesma classe sdo chamadas

classums.

O alinhamento inicial das imagens deve ser feito sem
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referéncias, de maneira a n&o introduzir tendéncias no conjunto de dados.
Um dos processos de alinhamento livre de referéncia € o chamado
alinhamento por classificacdo. Neste processo, as imagens sao inicialmente
centralizadas, através de translagdes com relagdo a soma total de todas as
imagens do conjunto. A Figura 5 mostra a soma total de 25 imagens de rosto
humano. Em seguida, procedimentos de classificacdo por estatistica
multivariada (MSA — Multivariate Statistical Analysis) (VAN HEEL; FRANK,
1981) sado utilizados para achar imagens similares, que estejam em
orientagdes similares, visto que nenhum alinhamento rotacional foi realizado
até esta etapa. As médias de imagens das classes resultantes desse
procedimento s&o utilizadas como referéncias para um primeiro alinhamento

multi referéncia (MRA — Muitireference Alignment) (VAN HEEL; STOFFLER-

MEILICKE, 1985).

O MRA é um processo que ira alinhar translacionalmente e
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rotacionalmente um conjunto de imagens, baseado em um conjunto menor
de referéncias. A Figura 6 mostra um conjunto de imagens antes de ser
submetido a alinhamento, utilizando o processo de MRA, tendo como

referéncias o conjunto de imagens da Figura 5. O resultado pode ser visto na

Figura 7.

Figura 6. Imagens desalinhadas translacionalmente e rotacionalmente.

Figura 7. Imagens mostradas na Figura 6 ap6s MRA utilizando como
referéncia o conjunto de imagens mostrado na Figura 5.
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Apos este alinhamento, serdo realizados novos ciclos de:
classificagdo por MSA; calculo de médias das imagens de uma mesma
classe; selecdo de médias caracteristicas para serem utilizadas como

referéncias e MRA (SCHATZ et al., 1997).

No procedimento de classificagdo por MSA as imagens do
conjunto sdo consideradas como combinac&o linear de outras imagens,
chamadas auto-imagens (eigen-images). A Figura 8 mostra as auto-imagens

obtidas através de MSA para o conjunto de imagens mostrado na Figura 6.

Figura 8. Auto-imagens do conjunto de rostos humanos.
Apods ciclos de MSA-MRA, conforme descrito anteriormente,

serdo obtidas boas imagens médias (classums), com relagdo sinal-ruido
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melhorada em relagéo ao conjunto de dados. Estas podem ser utilizadas na
etapa seguinte de reconstituicdo angular (SERYSHEVA et al., 1995;
SCHATZ et al.,, 1995, VAN HEEL et al., 2000). Neste procedimento, os
angulos de Euler das projegbes, que definem sua orientagdo espacial, séo

determinados, obtendo-se uma relagéo angular entre as imagens escolhidas.

Baseado na relagdo angular entre as imagens, o modelo
estrutural pode ser obtido. Este primeiro modelo, sera utilizado para gerar
novas projecdes bidimensionais, que serao utilizadas, tanto na validagéo do
modelo, quanto na atribuicdo de angulos e também como referéncias para
novos MRAs. A melhora na qualidade das referéncias, faz com que o
alinhamento seja mais eficiente, melhorando a qualidade das classes obtidas
e, em Uultima instadncia, do modelo estrutural. Ciclos de MSA-MRA com
construgcéo do modelo e reproje¢des, sao entdo utilizados para o refinamento

da estrutura.

1.3 Termodinamica de proteinas

Em proteinas em solugdo, varios processos de equilibrio
podem estar presentes simultaneamente (CANTOR; SCHIMMEL, 1969). A

constante de equilibrio de cada um destes processos esta relacionada com

uma variagdo da energia livre de Gibbs padrdao (AG®) da reacgdo, pela

seguinte equacéo:
AG° = - RT In(K) (10)

ou
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AG® = RT In(Ky) (11)

onde Ky € a constante de dissociagao do processo, R € a constante universal
dos gases (1,985 cal.mol".K') e T é a temperatura (K). A equacgéo 11 pode

ser reescrita como sendo:
AG®/ T =R In(Kq) (12)

A variagdo da energia livre de Gibbs padrdo, para uma temperatura

constante, é definida por:

AG® = AH° - T AS° (13)
que pode ser reescrito como:

AG® /T =AH (1/T) — AS° (14)

onde AHC é a variagdo da entalpia e AS° é a variagdo da entropia. Através da
equacao 12, observa-se que, dado o Ky de um processo, pode-se calcular
AG° / T. Uma vez que essa constante seja medida em diferentes
temperaturas, pode-se analisar graficamente a variagdo do valor de AG° / T
em funcdo de 1 / T, utilizando-se equacao 14. A reta obtida tera como
coeficiente linear, - AS°, e como coeficiente angular, AH°. O grafico de AG® /

T em fungdo de 1/ T é chamado de grafico de van't Hoff.

Neste trabalho, a formacdo do complexo entre hRXRaAAB e
elementos responsivos sera analisada em diferentes temperaturas para se
investigar as contribuigdes entrépicas e entalpicas no processo de formagéao

do complexo.
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1.4 Espectroscopia de fluorescéncia

1.4.1 Fluorescéncia em proteinas

A espectroscopia de fluorescéncia utiliza-se da fluorescéncia
intrinseca e/ou extrinseca de proteinas para analise de diversos processos,
entre eles, desenovelamento, oligomerizagao e ligagédo de ligantes. A técnica
de fluorescéncia e suas aplicacdes sao abordadas de maneira ampla por
Lakowicz (1983). A fluorescéncia intrinseca é propiciada pelos residuos de
triptofano e tirosina que possuem a propriedade de fluorescéncia natural. A
fluorescéncia extrinseca é obtida através da ligagdo de sondas a proteina,
tais como bis-Anilinonaftaleno sulfonado (bis-ANS) e fluoresceina. Estas
sondas sao utilizadas com diferentes grupos reativos, para que haja uma
ligagcdo seletiva a diferentes sitios de interesse na proteina. Estes
fluoréforos, intrinsecos ou extrinsecos, quando excitados com luz em
comprimento de onda especificos, emitem luz, sob a forma de fluorescéncia,
em energia proporcional a constante dielétrica do meio onde os mesmos se

encontram.

O residuo de triptofano €& hidrofébico, permanecendo
preferencialmente no interior das proteinas, quando na forma nativa. Desta
forma, através do monitoramento do sinal de fluorescéncia do triptofano, é
possivel monitorar a exposi¢cao destes residuos ao solvente aquoso e,
consequentemente a desestruturacdo da proteina. Esta medida € feita

obtendo-se o espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina e
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analisando-se os dados que podem ser extraidos desta curva, tipicamente o
pico de maxima emissao e, mais convenientemente, o centro de intensidade
de emissao do espectro, também chamado centro de massa do espectro de

emissao.

Alteragdes no espectro de emissao sido consequéncia de
alteragdes locais nas proximidades dos residuos fluorescentes. Entretanto,
estas alteracbes costumam refletir, com certa precisdo, o comportamento da
estrutura terciaria da proteina, podendo ser utilizada para monitorar,
também, alteracbes de estrutura quaternaria, desde que os residuos

observados estejam na interface das subunidades do oligbmero.

Por sua vez, a utilizagcdo de sondas fluorescentes extrinsecas,
ligadas em regides de interesse da proteina, proporciona a observagéao de
diversos parametros tais como estado de enovelamento, interagao proteina-
proteina, proteina-ligante e proteina-DNA. Utilizando-se diferentes técnicas
de fluorescéncia, estes fenbmenos podem ser acompanhados nao so
qualitativamente, mas também quantitativamente, podendo-se determinar,
entre outros parametros, as constantes de associagao/dissociacdo de

oligbmeros, proteina-ligante e proteina-DNA.

1.4.2 Ainsotropia de fluorescéncia

A fluorescéncia extrinseca pode ser utilizada de diversas
maneiras, entre elas, para a realizacdo de experimentos de anisotropia de

fluorescéncia. Medidas de anisotropia podem ser utilizadas em analises
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bioquimicas e fornecem informacdes sobre o tamanho e forma de proteinas
ou sobre a mobilidade de diferentes ambientes moleculares. Este tipo de
medida é utilizado também para investigar a associagéo proteina-proteina ou
proteina-DNA.

Experimentos de anisotropia estdo baseados no principio de
excitacdo fotoseletiva de fluordforos pela luz polarizada. Fluoréforos
absorvem preferencialmente fétons cujos vetores elétricos estejam alinhados
paralelamente ao momento de transicdo do fluoréforo. Este, por sua vez,
tem sua orientacdo definida com relagdo a molécula. Numa solucéo
isotropica, os fluoréforos estao orientados aleatoriamente. Com a incidéncia
da luz polarizada, aqueles fluoréforos que tiverem seu dipolo de transi¢cao
alinhados paralelamente ao vetor elétrico da luz incidente seréo
seletivamente excitados. Esta excitagao seletiva resulta em uma populagao
de fluoréforos parcialmente orientada (fotoselecdo) e uma emisséo
fluorescente parcialmente polarizada. Esta emissdo também ocorre com a
luz polarizada ao longo de um eixo fixo do fluoréforo. O angulo relativo entre
estes momentos determina a maxima anisotropia. Anisotropia e polarizagao

séo definidas por (WEBER, 1952):

=11 5
(I]]+271)
(ZI[[+11)

onde r € a anisotropia, P € a polarizagéo, /; e I/, sdo as

intensidades de fluorescéncia da emissdo polarizada verticalmente (||) e
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horizontalmente (L), quando a amostra € excitada com luz polarizada
verticalmente. Alguns fendmenos podem diminuir a maxima anisotropia
medida em uma amostra, sendo o mais comum a difusdo rotacional. Essa
difusdo ocorre durante o tempo de vida do estado excitado e desloca o
dipolo de emissdo do fluoréforo. A intensidade deste deslocamento
dependera da difusao e portanto, do tamanho e/ou mobilidade da proteina a
qual a molécula esta ligada. Sendo assim, o observacao da anisotropia de
fluoréforos ligados ao DNA pode ser utilizada para estudos de associagao a
proteinas.

Neste trabalho, estudos de anisotropia de fluorescéncia serao
utilizados para investigar a associagdo de hRXRaAAB aos elementos
responsivos DR1, DR4, F2 e PAL, na presenca e auséncia de ligante (9-cis-
RA) e em diferentes temperaturas. Para isso, serdao utilizados
oligonucleotideos marcados covalentemente com fluoresceina na

terminagao 5'.

1.5 SAXS - Espalhamento de raios-X a

baixo angulo

A técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo, SAXS,
permite a obtencdo de informacdes da estrutura de diversos materiais.
Informagdes como flutuagdes ou heterogeneidades da densidade eletrénica
com dimensdes caracteristicas da ordem de 10 a 1000 A podem ser obtidas,
por exemplo, para solugbes de macromoléculas biolégicas (proteinas,

ribossomos, DNAs, etc).
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A interpretagdo de dados de espalhamento a baixos angulos de
solucao de macromoléculas permite a determinagcdo do envelope molecular
e, consequentemente, de estados de oligomerizacdo. Dependendo da
concentragdo destas solugdes, podemos ter macromoléculas interagindo
umas com as outras, efeito inter-particula (GLATER, 1982). Isso gera uma
correlagdo espacial que altera a intensidade espalhada, gerando um artefato
no sinal, dificultando a analise dos dados. Sendo assim, embora o uso de
mais altas concentragdes seja desejavel, para diminuir a dispersédo do sinal,
€ importante que os sinais de baixas e altas concentracbes sejam
proporcionais, descartando a possibilidade de estar ocorrendo um efeito

inter-particula.

As solugdes de macromoléculas biolégicas apresentam pouca
diferenga na densidade eletrbnica entre seus constituintes, que sé&o
essencialmente compostas por atomos leves (H, C, N, O e P no caso de
acidos nucleicos), e o solvente. Estes tipos de solugbes produzem um
espalhamento muito fraco necessitando usar feixes de raios-X produzidos
por fontes sincrotron, que possuem um fluxo de fétons maior que aparelhos

de raios-X convencionais.

A diferenga entre a energia dos fotons de raios-X incidentes e a
energia de ligagdo dos elétrons permite tratar estes ultimos como elétrons
livres. Desta forma, particulas livres carregadas oscilantes produzem ondas
espalhadas coerentes com a onda incidente em todas as diregdes.

Em solugdo, as particulas de macromoléculas estdo em
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movimento browniano e podem assumir todas as orientacbes possiveis em
relagdo ao feixe incidente. Assim, a intensidade /(q), produzida por esse
sistema, € proporcional a amplitude de espalhamento de uma
macromolécula, promediado para todas as orientacbes. Sendo

g=4msin(0)/A , onde 26 é o angulo entre o feixe incidente e o feixe
espalhado e A é o comprimento de onda utilizado. Quando os valores de q
sdo pequenos, vale a aproximagao de Guinier (GUINIER; FOURNET, 1955):

I(q) =1(0) exp (- 1/3 R¢* 9%) (17)
sendo Ry o raio de giro. Rg € um parametro estrutural importante

utilizado na analise de mudancas conformacionais de macromoléculas em

solucao. A equacao 17 pode ser reescrita na forma:

In[1(@)]1=-(113Rs?) g* +In[1(0) ] (18)

Sendo assim, ao se fazer a analise grafica da variacao
logaritmica de intensidade produzida por um determinado sistema, In [ /(q) ],
em funcgado de g% obtém-se uma reta, onde o coeficiente angular é — (1/3 Rg?)
e o coeficiente linear é —In [ /(0) ]. A partir do valor de —In [ /(0) ], possuindo-
se um parametro de comparagao, pode-se calcular a massa molecular do

sistema.
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2 Objetivos

Este trabalho tem como objetivos o estudo e caracterizagdo de

diferentes complexos moleculares, formados por hRXRaAAB e hemocianina

de A. gomesiana, através de técnicas biofisicas e estruturais.

Com relacdo a hemocianina de A. gomesiana, o objetivo é
construir um modelo estrutural, através da técnica de -crio-microscopia

eletrénica, deste complexo molecular.

Com relagcdo ao estudo de hRXRaAAB, os objetivos deste
trabalho séo a caracterizagao biofisica dos estados oligoméricos da proteina
e da sua ligagdo a diferentes elementos responsivos, na presenga e

auséncia de seu ligante. Em especial, pretende-se investigar a dimerizagéao

de hRXRaAAB em solugao, na auséncia de seu ligante.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Microscopia Eletréonica de Hemocianina

de Acanthoscurria gomesiana

3.1.1 Preparacao da amostra e microsocopia

No presente trabalho, sera apresentado e discutido um modelo
estrutural para a hemocianina de A. gomesiana. Este modelo é resultado de
uma colaboragdo entre o Departamento de Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo, Laboratério de
Artropodes do Instituto Butantan, Centre for Biomolecular Electron
Microscopy do Imperial College London (CBEM) e o Grupo de Cristalografia
de Proteinas do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sao

Paulo.

A purificagdo da amostra foi feita pelo Dr. Daniel Macedo

Lorenzini no Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias
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Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, através de hemolinfa fornecida pelo
Dr. Pedro Ismael da Silva Jr. do Laboratério de Artrépodes do Instituto
Butantan. O protocolo de purificagdo foi adaptado do utilizado por Decker
(1998). A hemolinfa é extraida através de pungao dorsal do coragao, sendo
imediatamente diluida em tampéao Tris 200 mM, pH 8,0, CaCl, 10 mM, MgCl.
10 mM na propor¢do 1 (hemolinfa) : 4 (tampao) (v/v). Apds a coleta, a
hemolinfa é centrifugada a 800 g por 10 min. O sobrenadante é transferido e
200 pl do mesmo séao utilizados para purificagdo por exclusdo por tamanho
em uma coluna Sepharose 6, com fluxo de 0,5 ml/min. Sao coletadas
fracdes de 0,5 ml em um sistema HPLC (GE Healthcare) (LORENZINI et al.,
2003). Em seguida a amostra é armazenada a 4°C, permanecendo nessa

temperatura durante o transporte para o CBEM.

Apods o recebimento da amostra no laboratério do CBEM, os
ensaios de microscopia foram conduzidos pelo Dr. Willem Tichelaar para a
obtengdo de micrografias da amostra em gelo vitreo (crio-microscopia
eletrbnica). Uma gota da amostra purificada € aplicada a um filme fino de
carbono sem furos. O excesso da amostra é absorvido com um papel de
fitro e a amostra é imediatamente mergulhada e congelada em etano
liquido. A partir do congelamento, as amostras s&o manipuladas e
analisadas em temperatura de nitrogénio liquido (DUBOCHET et al., 1982;
ADRIAN et. al., 1984). Foram feitas seis sessbes de microscopia para
aquisicdo de dados, sendo que duas destas resultaram em bons conjuntos
de imagens. Outras sessdes haviam sido conduzidas anteriormente para
elaboracao e optimizacéo do protocolo a ser utilizado.
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Para coleta dos dados foi utilizado um microscopio de
transmissao eletrébnica CM200 FEG (Philips), equipado com uma entrada
lateral para porta amostras criogénico e camera CCD 1024 x 1204 (Tietz
Video Systems GmbH), operando com uma voltagem de aceleragao de 200
kV. Foi utilizado um porta amostra criogénico, com reservatério de nitrogénio
liquido (Gatan, UK). As amostras foram analisadas em condigbes de baixa

dose, com magnificagao real de 49.000 vezes e defoco entre 0,5 pm e 2,2

gm.

Duas sessbes de aquisigao de imagens forneceram conjuntos
de imagens viaveis. Na primeira delas foram adquiridas 54 micrografias, das
quais 16 foram eliminadas por apresentarem astigmatismo ou artefatos de
deslocamento, restando 38 imagens viaveis. Destas, 12 micrografias foram
utilizadas para a selegédo de particulas, de onde se obteve um conjunto de
dados com cerca de 11.000 particulas. Os valores de defoco utilizados na
obtengao destas micrografias foram de -2,2 um; -1,9 um; -1,7 um. Na outra
sessdo de microscopia, foram obtidas 53 imagens, com valores de defoco
entre -0,5 um e -2,2 um. Estas imagens serdo utilizadas em uma etapa
futura do processamento para melhoria da resolugcdo do modelo obtido,

através do aumento do numero de imagens no conjunto de dados.

3.1.2 Processamento das imagens

Apoés inspegao visual, as micrografias foram digitalizadas em

um digitalizador Nikon 8000 Scanner com um passo de amostragem de 6.35
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MM, 0 que representa, para uma magnificacédo de 49.000 vezes, um pixel de

1,3 A na amostra.

Apos digitalizadas, as imagens foram armazenadas no cluster
de computadores do CBEM. O processamento foi realizado alternadamente
no cluster, para uso dos programas que utilizam processamento paralelo, e
em um notebook, para uso dos programas que nao utilizam processamento
paralelo. O cluster do CBEM é composto por cerca de 20 computadores com
processadores AMD Athlon — 32 bits, 1 GB de memdria RAM e sistema
operacional Linux, distribuicdo Fedora Core3'. O notebook utilizado foi um
Compaq Presario R3000, com processador AMD 2,4 GHz 64bits, 1,3 GB de
memodria RAM — sistema operacional Linux, distribuicdo Mandriva 20062 — 64
bits. Posteriormente, no Grupo de Cristalografia do IFSC, o refinamento do
modelo estrutural obtido foi feito utilizando-se o mesmo notebook e um
cluster de cinco computadores Dell Dimension Intel Xeon 64 bits, 1 GB de
memoéria RAM, sendo que um deles conta com dois processadores e 3 GB
de memoria. O cluster possui um total de 1,4 TB de armazenamento em
disco e todos os computadores operam com o Sistema operacional Linux,
distribuicdo Gentoo® 64 bits. O processamento dos dados, em todos os
computadores citados, foi feito utilizado-se o pacote de processamento
IMAGIC-V (Image Science Software GmbH, Alemanha) (VAN HEEL et al.,

1996; VAN HEEL et al., 2000) em suas versdes para 32 e 64 bits.

Durante a etapa de selecdo de particulas, foi utilizado o

1 Disponivel em http://fedora.redhat.com/
2 Disponivel em http://www.mandriva.com/
3 Disponivel em http://www.gentoo.org/
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programa Boxer do pacote de processamento EMAN* (LUDTKE et al., 1999).
As particulas foram selecionadas semi-automaticamente, utilizando uma
metodologia baseada no calculo da correlagdo cruzada entre particulas
selecionadas pelo usuario e a imagem completa, para identificagcdo da
posicdo de outras particulas. As particulas foram selecionadas com
tamanhos de 512 x 512 pixels e inspecionadas visualmente apds a selecao
para eliminagéo de particulas que estivessem préximas a borda da imagem
ou a outras particulas. A corregcao de CTF foi feita através da inversédo de
fases, utilizando-se o pacote de processamento IMAGIC-V e outros moédulos
de programas desenvolvidos no CBEM. O valor do defoco da imagem, é
calculado para 72 posi¢cdes da imagem e entéo ajustados para uma equagéao
de um plano que representa a variagdo dos valores de defoco ao longo da
imagem. Esta equagédo é utilizada para célculo aproximado do valor de
defoco para cada particula, em fungdo da sua posi¢do na imagem, que é
utilizado na corregdo de CTF de cada particula obtida individualmente (VAN
HEEL et al., 2000). Apds a correcdo de CTF, as imagens foram novamente

cortadas para um tamanho final de 300 x 300 pixels.

O processamento das particulas, para obtencdo do modelo
estrutural, seguiu uma abordagem que utiliza reconstituicdo angular
associada com analise estatistica multivariada (MSA) para classificagdo das

particulas (VAN HEEL, 1987; SCHATZ et al., 1997; VAN HEEL et al. 2000).

A dimensdo das imagens de particulas foi alterada, através de

promediagdo, para 150 x 150 pixels, tornando o tamanho do pixel de 2,6 A.

4 Disponivel em http://ncmi.bcm.tmc.edu/~stevel/EMAN/doc
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Isso é feito no sentido de se diminuir o esforco computacional das etapas
posteriores, sem implicar em diminuigdo da resolugao final do modelo. Uma
soma de todas as particulas é feita para estimativa de dimensdes maximas
da mesma. As particulas também foram submetidas a um filtro passa-banda
com corte em 17 A e 240 A para eliminacdo de componentes de baixa
frequéncia que podem interferir no processamento dos dados e também
componentes de alta freqUéncia que nao sado importantes para a obtencao

de um primeiro modelo, em baixa resolugéo.

A técnica de MSA (VAN HEEL; FRANK, 1981; VAN HEEL et
al.,, 1992; VAN HEEL et al., 2000) foi utilizada para classificagdo das
particulas de maneira a identificar as projecdes caracteristicas da molécula.
Essas projegdes caracteristicas sdo obtidas somando-se imagens que
pertencam a uma mesma classe, apoés classificadas, chamadas em inglés de
classums. Primeiramente, o conjunto de particulas foi dividido em dois
subconjuntos por MSA. Um deles possuia uma das projec¢des laterais, muito
abundante no conjunto de dados, correspondendo a cerca de 20% do total
de particulas. O outro subconjunto possuia as demais particulas. Novos
MSA foram realizados para classificagdo interna dos dois subconjuntos e

obtengao de suas projegdes caracteristicas.

Ciclos de MSA, MRA, atribuicdo de angulos e reconstrugéo do
modelo tridimensional, sem imposi¢cao de simetria, foram utilizados para a
melhoria da qualidade das projegbes caracteristicas. As projegdes utilizadas

como referéncias, para a primeira atribuicdo de angulos, foram extraidas de
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um modelo 4 x 6-mero de hemocianina, derivado de uma estrutura de
hemocianina de L. Polyphemus (8 x 6-mero). Para isso, foram obtidas 30
projecdes do modelo, as quais forma filtradas para n&o possuirem detalhes
de alta resolugdo e em seguida a qualidade das imagens foi diminuida

através da adicao de ruido.

Apos obtencdo de um modelo com resolugdo de 30 A, foi
imposta simetria C2 ao mesmo, e novas projegdes, estas com um eixo de
simetria de ordem 2, foram calculadas e utilizadas para o reinicio do
processamento dos dados. As particulas originais foram novamente filtradas,
com parametros de corte em 280 A e 5,2 A, sendo o tamanho do pixel de 2,6
A. O processamento dos dados foi novamente realizado através de ciclos de
MSA, MRA, atribuicdo de angulos e reconstrugdo do modelo tridimensional,
desta vez com imposicdo de simetria C2. Esse modelo foi refinado até a

resolucdo de 17 A.

A estrutura do hexdmero (1 x 6-mero) da hemocianina de P.
interruptus foi entdo ajustada ao modelo obtido. Para isso foi utilizado o

programa Situs® (WRIGGERS et al., 1999; WRIGGERS; CHACON, 2001).

Todas as figuras foram feitas utilizando-se o programa VMD —
Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY et al., 1996). Estimou-se um erro
de 10 A para as medidas de distancias feitas sobre as imagens. Isto
baseado no fato de que as imagens foram filtradas a 5,2 A e de que cada

medida de distancia depende da definicdo de dois pontos.

5 Disponivel em http://www.biomachina.org/
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3.2 Expressao e purificacao de hRXRaAAB

A proteina hRXRaAAB com cauda de poli-histidina foi
expressada em E. coli, cepa BL21(DE3), ap6s indugdo com 0,5 mM de IPTG
por 3 horas, em meio de cultura LB na presenca de 10uM ZnSO.. As células
hospedeiras sdo coletadas através de centrifugacdo e ressuspendidas em
tampéo 50 mM fosfato de potassio, pH 8,2, 100 mM NaCl, 10% glicerol, 10
mM imidazol, 2 mM B-mercapto etanol, 1mM PMSF, para serem sonicadas
a 4°C. Para cada 5 L de meio de cultura utilizado na expressao, 100 mL de
tampao sao utilizados para ressuspencado do pellet. Este é incubado em
lisozima (concentracgao final de 500 pg/ml) por 30 min a 4°C, para posterior
sonicagao por cerca de 7 ciclos de 10 segundos com intervalos de 10
segundos, mantendo a proteina 4°C durante o processo. Apds esta etapa, a

proteina permanece soluvel e é separada através de centrifugacéao.

Para cada 100 ml de sobrenadante da etapa anterior, sdo
adicionados 15 ml de resina Talon Superflow e em seguida incubado por 1
hora a 4°C. Apd6s incubacio, a resina € empacotada numa coluna 16/10
(Amersham Bioscience). A resina € lavada com tampao 50 mM fosfato de
potassio, pH 8,2, 50 mM NaCl, 10% glicerol, 10 mM imidazol, 2 mM [3-
mercapto etanol. A lavagem da resina e eluicdo é feita a 4°C, 1 ml/min,
fragbes de 0,5 ml e acompanhada através do perfil cromatografico por
absor¢cdo em 280 nm. Apds a lavagem com dois volumes de coluna e
estabilizacdo da absorcdo a 280 nm, a proteina é eluida com o mesmo

tampao, contendo 300 mM de imidazol. As fracbes que contém a proteina
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recombinante sdo separadas através da analise do perfil cromatografico do

HPLC.

A amostra, em seguida a etapa de cromatografia de afinidade,
€ submetida a uma etapa de purificagao por exclusao por tamanho, onde é
eluida em fracbes de 5,5 ml. Para isso, utiliza-se uma coluna HiLoad
Superdex 200 26/60 (Amersham Bioscience) e o perfil cromatografico é
utilizado para se isolar as fragdes de interesse. A eluicdo é feita em tampao
20 mM Hepes, pH8,0, 200 mM NaCl, 5% glicerol, 1 mM DTT. A proteina
pode entdo ser congelada através de processo de resfriamento rapido em
nitrogénio liquido e armazenada -80°C. Para clivar a cauda de poli-histidina,
a proteina é quantificada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e,
em seguida, incubada por 8 horas a 18°C com trombina (Amersham
Bioscience), numa propor¢ao de 0,5 unidade de trombina para 100 ug de
proteina. A pureza das amostras é analisada através de SDS-PAGE 15%.
Para ambas etapas cromatograficas de purificacao, foi utilizado um sistema

AKTA Purifier da Amersham Bioscience.

Para descongelamento da proteina, as aliquotas sao deixadas
em equilibrio a 4°C, até que se liquefagam. Em seguida sado centrifugadas
por 10 minutos a 13.000g em uma centrifuga mantida a 4°C. O
sobrenadante é retirado e a concentragdo é medida pelo método de

Bradford (BRADFORD, 1976).
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3.3 Oligonucleotideos

Foram utilizados cinco diferentes elementos responsivos: DR1,
repeticdo direta com um espacamento, DR4, repeticdo direta com 4
espacamentos, F2, palindromo invertido com seis espacamentos, e PAL,
palindromo sem espacamento, sendo que o elemento responsivo DR1 foi
utilizado em duas formas, chamadas de curto e longo, conforme descrito na

Tabela 1, onde a sequéncia consenso esta sublinhada:

Tabela 1. Descrigdo dos elementos responsivos utilizados

HRE Sequéncia

DR1longo 5 —AGCTTCAGGTCAGAGGTCAGAG -3

DR1curto 5 —TAGGTCAAAGGTCAG -3’

DR4 5 — AGCTTCAGGTCACAGGAGGTCAGAG -3’
F2 5 — AGCTTATIGACCCCAGCTGAGGTCAAGTTACG -3
PAL 5 — ATATTCAGGTCATGACCTGAATAT -3’

Estes oligonucleotideos foram utilizados nos estudos de
oligomerizacdo e também para a determinagdo da especificidade de
reconhecimento de elementos responsivos por parte de hRXRaAAB. Para os
estudos de oligomerizagao foram utilizados DR1 longo e curto. Nos estudos
de determinagdo de especificidade foram utilizados DR1 longo, referido
apenas como DR1, DR4, F2 e PAL, todos modificados, possuindo

fluoresceina ligada covalentemente a sua porg¢éo 5'.
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3.4 Estudos de oligomerizacao

3.41 Ensaios em gel nativo com gradiente de

poliacrilamida

Para a realizagao de gel nativo com gradiente de poliacrilamida
foi utilizado o PastSystem (Amersham Pharmacia) com géis de gradiente de
8% a 25%. O sistema possui controle de temperatura e todas as medidas
foram realizadas em temperaturas entre 4°C e 8°C. Para os ensaios com
DNA, os géis foram corados primeiramente com brometo de etidio e em
seguida, com coomassie blue. Para os demais experimentos em gel, estes

foram corados apenas com coomassie blue.

Para os estudos de migracdo em gel, foram utilizados as
aliquotas provenientes do Pico 1 e Pico 2, de maneira a se estudar
separadamente, cada uma das populagdes. Para o primeiro conjunto de
medidas as amostras foram descongeladas, segundo procedimento de
descongelamento, e em seguida incubadas na presenca de 9-cis-RA (2
mM); DR1 curto (400 pmol/pul); 9-cis-RA (2 mM) e DR1 curto (400 pmol/pul); e
na auséncia de ambos, ligante e elemento responsivo. A proteina foi
incubada a 50 uM. A incubacéo foi feita 4°C. Decorrida 1 hora de incubacao,

4 pl de cada amostra foram aplicados em gel no sistema PhastSystem. O
sistema permite que se trabalhe com dois géis simultaneamente, sendo
assim, os géis para analise do Pico 1 e Pico 2 foram feitos ao mesmo tempo.

As amostras continuaram sendo incubadas a 4°C, até completarem um
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periodo de incubagdo de 12 horas, quando novos géis foram preparados
seguindo o mesmo procedimento. Estes géis foram corados com brometo de

etidio e em seguida, com coomassie blue.

Num segundo conjunto de medidas, as amostras foram
descongeladas e, antes de serem incubadas, permaneceram em equilibrio a
4°C, durante 2 horas. Em seguida foram incubadas por 1 hora nas mesmas
condi¢cbes anteriores, exceto pela preparagcdo de duas outras amostras.
Foram preparadas também: DR1 longo (400 pmol/ul); 9-cis-RA (2 mM) e
DR1 longo (400 pmol/pl). Todas estas medidas foram feitas no tampéo de
eluicdo da cromatografia de exclusdo por tamanho: 20 mM Hepes, pH 8,0,

200 mM NaCl, 5% glicerol, 3 mM DTT.

A anadlise da migragdo das espécies oligoméricas, e
associagcbes a mondmeros, dimeros e tetrameros foi feita por comparagcao
com a proteina hTRBAAB, que foi anteriormente estudado em nosso grupo
(DIAS, 2004), isto por se tratar de uma proteina homologa, com geometria

similar, que apresenta os trés estados oligoméricos.

Todas estes experimentos foram realizados em colaboragao
com a Dra. Maria Auxiliadora Morim Santos do Grupo de Cristalografia do

IFSC.

3.4.2 Desnaturagao de hRXRaAAB por uréia

A desnaturacao de hRXRaAAB foi acompanhada por dicroismo

circular (CD) (FASMAN, 1996) e também por eletroforese de gel de
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gradiente de acrilamida. As amostras foram equilibradas em concentragdes
crescentes de uréia, sendo O M, 1 M, 2 M, 3 M e 4 M para as amostras
analisadas por gel de acrilamidaeOM, 1M, 2M,3 M, 4 M,5M,6 M, 7 Me
7,2 M, para o dicroismo circular. As amostras (40 UM para o gél de
poliacrilamida e 5 pyM para o dicroismo circular) foram equilibradas por 2
horas a 18° C. As medidas de CD foram realizadas a temperatura ambiente

eogela4®°C.

Para os géis nativos foi utilizado o sistema PhastSystem
(Amersham Pharmacia) e para as medidas de dicroismo circular o
epectropolarimetro Jasco J-720 (Jasco) do grupo de biofisica molecular do
IFSC. As medidas de CD foram realizadas durante um estagio no LAPA,
Departamento de Bioquimica Médica, UFRJ, em colaboragdo com a Profa.

Débora Foguel, o Prof. Victor Moreau e a Profa. Astria Ferrdo-Gonzales.

3.4.3 Cromatografia analitica de exclusao por

tamanho

A cromatografia analitica de exclusao por tamanho foi realizada

em uma coluna TSK-3000 com hRXRaAAB (7 uM) em tampao 10 mM Tris-
HCI pH 8.0, 50 mM NacCl, 0,5 mM EDTA e 1 mM DTT. Foram utilizados para
calibragdo, proteinas com as seguintes massas moleculares: 13,5 kDa; 16,0
kDa; 18,0 kDa; 18,0 kDa; 33,0 kDa; 33,0 kDa; 55,0 kDa, 67,0 kDa. Estas
medidas foram realizadas durante um estagio no LAPA, Departamento de

Bioquimica Médica, UFRJ, em colaboragdo com a Profa. Débora Foguel, o
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Prof. Victor Moreau e a Profa. Astria Ferrao-Gonzales.

3.4.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

As medidas de espalhamento de raios-X a baixo angulo foram

realizadas no LNLS, Campinas —SP, onde utilizou-se a linha de SAXS1.

Utilizou-se como comprimento de onda incidente A= 1,48 A. Para aquisicdo
de dados utilizou-se um detector 1D sensivel a posicédo (DSP). Com ele e
com uma eletrbnica associada multicanal, que faz a discretizagao dos
canais, adquiriu-se a curva de intensidade de espalhamento, /(q), em fungao
do numero de canal, q. O espalhamento parasita do ar, janelas e das fendas
foi subtraido da intensidade total espalhada. Estes estudos foram realizados
em colaboragao com o aluno de doutorado Mario Oliveira Neto, do Grupo de

Cristalografia, do Instituto de Fisica da USP/Sao Carlos.

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se a
aproximacao de Guinier, para valores pequenos de g, segundo a equacao
18. foram medidas amostras de hRXRaAAB a 3,5 mg/ml, 7,2 mg/ml e BSA a

1 mg/ml, ambas a 4°C. Os valores obtidos para ambas as concentragdes de

hRXRaAAB se mostraram proporcionais a concentracdo, permitindo o uso

da mais alta concentracéo para a analise dos dados.

3.5 Reconhecimento de elementos

responsivos

A interagédo da proteina hRXRaAAB com diferentes elementos
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responsivos foi analisada na presencga e auséncia do seu ligante, 9-cis-RA,
através da técnica de espectroscopia por anisotropia de fluorescéncia.
Quatro diferentes elementos responsivos foram utilizados: DR1, repeticéo
direta com um espacamento; DR4, repeticdo direta com quatro
espacamentos; F2, palindromo invertido com seis espacamentos; PAL,
palindromo sem espagamento, no caso de DR1, foi utilizado o /longo,

conforme Tabela 1.

As medidas foram realizadas em um espectrdbmetro de
fluorescéncia ISS — PC1 (ISS), equipado com polarizadores. Para controle
da temperatura foi utilizado um banho de circulagdo RTE-740 (Thermo
Neslab). Estas medidas contaram com a colaboragao do aluno de iniciagao

cientifica Leandro Rizzi, IFSC - USP.

Todas as medidas foram realizadas em tampao 20 mM Hepes,
pH 8,0, 5% glicerol, 3 mM DTT. Foram utilizadas diferentes concentragdes
de NaCl do tampao: 50 mM, 100 mM, 200 mM e 400 mM. A excitagéo foi
feita em 480 nm e a leitura de intensidade era feita sem o uso de
monocromadores, com um filtro OG515, com corte em 515 nm. A fonte foi
utilizada em 18 A e a temperatura do recipiente da cubeta foi mantida a

10°C.

A proteina foi titulada com concentragdes entre 0 e 200 nM de
mondmero, na presenca de 1 nM de DNA marcado. No caso das medidas na

presenca de ligante, foi utilizado 300 nM de 9-cis-RA. As constantes de

dissociacao (Kq) foram calculadas para o sistema hRXRaAAB e os diferentes
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elementos responsivos através do ajuste da equagao 19 (LIMA; SILVA,
2004), onde Af e Ai sédo os valores de anisotropia final e inicial; RXR é a
concentracdo molar dimérica da proteina e D € a concentragao total de DNA,

correspondente a soma do DNA livre com o DNA ligado.

(Af —Ai)*[K + RXR+D—\[K,+ RXR+ D)} —4RXR*D] (19)

An=Ai+
n=Ai D
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4 Resultados e discussoes

4.1 Modelo estrutural da hemocianina de

Acanthoscurria gomesiana

Nesta parte do trabalho, sera apresentado e discutido o modelo
estrutural de hemocianina de A. gomesiana. Este trabalho foi desenvolvido
em colaboragao, sendo que, a extragdo da hemolinfa foi feita pelo Dr. Pedro
Ismael da Silva Jr., do Laboratério de Artropodes do Instituto Butantan, a
purificacdo da proteina pelo Dr. Daniel Macedo Lorenzini, no Departamento
de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao
Paulo, e a obtencdo de imagens de microscopia pelo Dr. Willem Tichelaar,
do CBEM, Imperial College London. Coube ao autor deste trabalho as
etapas posteriores a aquisicdo das micrografias, sendo elas: selegao e

digitalizagdo das mesmas e processamento dos dados.

O modelo aqui apresentado € um complexo formado por quatro

hexadmeros (4 x 6-mero), conforme ja observado para outra espécie de
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tarantula, E. californicum (BIJHOLT et al., 1982; DE HAAS; VAN BRUGGEN,
1994; DECKER et al., 1996; VOIT et al., 2000). A Figura 9 mostra algumas
particulas obtidas a partir das imagens de microscopia eletrbnica. Cada
imagem de particulas tém dimensdes de 390 A x 390 A, sendo que a vista
superior das particulas, e portanto do modelo obtido, tem dimensdes
aproximadas de 24410 A x 244+10 A e as duas vistas laterais de 244+10 A
x 105+10 A. Estes valores sdo compativeis com os valores observados por
de Haas e van Bruggen (1994) para a hemocianina de E. californicum, sendo

240 A x 240 A e 240 A x 100 A, respectivamente.

.

Figura 9. Particulas da hemocianina de A. gomesiana. Cada imagem
possui 150 pixels x 150 pixels, com dimensdes de 390 A x 390 A. As
dimensdes das particulas observadas sao de aproximadamente 244110
A x 244+10 A, para a vista superior e 244+10 A x 105+10 A, para as
duas vistas laterais.

Nesta etapa do trabalho foram utilizadas 12 micrografias com

valores de defoco entre -1,7 um -2,2 um, num total de 11.547 imagens. A
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Tabela 2 mostra as carateristicas das imagens utilizadas.

Tabela 2: Caracterizagdo das imagens utilizadas.

Numero Nuamero de Particulas Defoco

Nominal (um) Aferido (um)

1 781 -1,15 -2,2
2 1004 -1,15 -2,2
3 922 -1,15 -2,2
4 536 -1,15 -2,2
5 754 -0,96 -1,9
6 1038 -0,77 -1,7
7 1077 -0,77 -1,7
8 933 -0,77 -1,7
9 1144 -0,77 -1,7
10 1018 -0,77 -1,7
11 1032 -0,96 -1,9
12 1308 -0,96 -1,9

As imagens foram submetidas a ciclos de MSA, MRA,
atribuicdo de angulos e reconstrugdo do modelo. Inicialmente, apds a
centralizagao das imagens, foi feita a classificagdo por MSA. A Figura 10
mostra as 20 primeiras auto-imagens obtidas de um total de 70 resultantes
do MSA. A primeira auto-imagem mostra uma média de todas as particulas
do conjunto. Por se tratarem de dados ndo alinhados rotacionalmente, a
segunda e terceira imagens estao rotacionadas uma com relagdo a outra.
Estas duas auto-imagens também indicam a presenca de simetrias no

conjunto de dados, neste caso, um eixo de ordem 2.
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Figura 10. Auto-imagens da hemocianina de A. gomesiana. 20 primeiras
auto-imagens do primeiro ciclo de processamento dos dados, sem o
primeiro alinhamento rotacional.

O conjunto de particulas foi entdo agrupado em 400 classes
com uma média de aproximadamente 30 imagens por classe. Os membros
das mesmas classes foram somados para obtengcao de projegdes
caracteristicas da hemocianina (classums). Dentre as somas obtidas, foram
selecionadas algumas para serem imagens de referéncia para o MRA,
realizando o primeiro alinhamento rotacional. A Figura 11 mostra as imagens

utilizadas para isso.
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Figura 11. Referéncias utilizadas para o primeiro MRA. As demais
particulas do conjunto de dados foram alinhadas translacionalmente e
rotacionalmente com relagao a estas referéncias.

Apods alguns ciclos de MSA-MRA um conjunto de proje¢des
tipicas foi selecionado para reconstrucado de um modelo da proteina. Para
isso, foi feita a primeira reconstituicdo angular, utilizando-se um outro
conjunto de imagens como referéncia angular. Foram utilizadas 30 projecdes
derivadas de um modelo, 4 x 6-mero, extraido de um modelo de
hemocianina de L. Polyphemus (8 x 6-mero). Estas referéncias foram
filtradas, para diminuir o nivel de detalhes de alta resolugao, e em seguida a
qualidade das imagens foi diminuida através da adigdo de ruido. Apds a
atribuicdo de angulos as particulas, o modelo foi reconstruido. A Figura 12
mostra o conjunto de projegbes tipicas que foram utilizadas para

reconstrugdo do primeiro modelo da hemocianina de A. gomesiana.

Apos ciclos de refinamento, que envolvem novos MSA, MRA,
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reconstituicdo angular e construcdo, foi obtido um modelo com resolugéo de
30 A, sem utilizacdo de imposicdo de simetria. A este modelo, foi imposta
simetria C2 e em seguida novas projegdes, estas com um eixo de simetria
de ordem 2, foram calculadas e utilizadas para o reinicio do processamento

dos dados.

Figura 12. Projecdes tipicas utilizadas para a primeira reconstituicdo
angular.

Para o inicio de um novo ciclo de processamento, as particulas
originais foram novamente filtradas, dessa vez com maior resolucéo, 280 A a
5,2 A, sendo o tamanho do pixel de 2,6 A. Em seguida, o processamento
dos dados foi realizado, desta vez com imposi¢cao de simetria C2, obtendo-

se um modelo com resolugéo de 17 A.

A Figura 13 mostra, em cada uma das linhas, projecbes da
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hemocianina de A. gomesiana em diferentes orientagdes. A primeira coluna
mostra imagens de uma particula unica, retirada do conjunto de dados. Na
segunda coluna, esta o resultado da soma de particulas pertencentes a
mesma classe, apos o MSA. Na terceira coluna, estdo as reprojegdes
obtidas a partir do modelo tridimensional. A comparacdo entre as
reprojecbes do modelo e as somas de particulas permite a validagdo da

reconstrucao tridimensional.

Figura 13. Comparagao entre particulas, médias de particulas da
mesma classe e reprojegdes do modelo da hemocianina de A.
gomesiana. Cada linha mostra uma determinada projegao em diferentes
orientagdes. A primeira coluna mostra imagens individuais retiradas do
conjunto de dados. A segunda coluna mostra as somas de imagens
alinhadas, pertencentes 8 mesma classe, com clara melhoria na relagéo
sinal-ruido. A terceira coluna mostra as reprojecdes, geradas a partir do
modelo tridimensional nas mesmas orientagdes atribuidas as imagens
anteriores.
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Figura 14. Planos do modelo estrutural de hemocianina de A.
gomesiana, ao longo do eixo de simetria.

Fourier Shell Correlation (1-2-bit)
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Figura 15. Resolugcdo obtida para o modelo de hemocianina de A
gomesiana. O método utilizado foi o de Fourier Shell Correlation com o
critério de %2 bit. A resolugédo atingida pode ser calculada através do
ponto de intersegcdo entre as duas curvas. A primeira intersecado em
0,043 1/A pode ser descartada por ter origem em um artefato gerado
pelos valores de defoco utilizados para obtencido do conjunto de dados.
O valor utilizado para o célculo da resolugdo foi de 0,059 1/A que

equivale & aproximadamente 17 A.
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A Figura 14 mostra o modelo final obtido, através de planos ao
longo do eixo de simetria. A resolugdo do modelo foi calculada pelo método
de Fourier Shell Correlation (FSC) usando o critério de "2 bit (VAN HEEL;
SCHATZ, 2005). A Figura 15 mostra o resultado da analise de resolugéo
utilizando-se o programa de FSC® do pacote IMAGIC. A primeira intersegéo,
que ocorre em 0,043 1/A, néo foi considerada por se tratar de um artefato
gerado pelos valores de defoco utilizados na obtengdo das imagens. O
conjunto de imagens, utilizado para esta etapa do processamento, possui
valores de defoco proximos uns aos outros. Isso faz com que, mesmo apds
a soma de imagens obtidas com diferentes defocos, a funcdo de
transferéncia de contraste ainda possua zeros. Essas regides produzem
falhas de informagdo, ou seja, para determinadas resolugdes ndo ha
informacgéo disponivel. Isso pode ser observado no grafico de FSC através
de falhas na fungdo, como a que pode ser vista na regido entre 0,04 1/A e
0,05 1/A. Sendo assim, a primeira intersecdo entre as curva a ser
considerada é a que ocorre em torno de 0,059 1/A, que representa uma

resolucdo de aproximadamente 17 A.

A Figura 16 mostra uma visdo estéreo do modelo obtido em
diferentes orientagdes. (A) visdo em perspectiva; (B) vista superior, com o
eixo z saindo do plano, x na dire¢do horizontal e y na vertical; (C) vista
lateral com o eixo x na horizontal, z na vertical e y saindo do plano; (D) vista
lateral com o eixo y na horizontal, z na vertical e x saindo do plano. As

dimensdes observadas para esse modelo s&do aproximadamente um

6 Disponivel em http://www.imagescience.de/

57



paralelepipedo de 244+10 A x 244+10 A x 105+10 A. A distancia observada
entre os eixos do dodecdmero é de 11710 A. Estas dimensdes sdo
compativeis com valores observados anteriormente (DE HAAS; VAN
BRUGGEN, 1994; DECKER et al., 1996), sendo 119 A para a distancia inter-
dodecamero e 240 A x 240 A x 100 A para o paralelepipedo. Sabe-se no
entanto que hemocianinas possuem uma variacdo de estrutura quaternaria
apreciavel, quando comparados seus estados oxi e deoxi (DECKER et al.,
1996; ERKER et al., 2005). Neste estudo, trabalhou-se em atmosfera de N;
durante o congelamento da amostra em gelo vitreo, o que é inerente a
técnica. Sendo assim, embora nenhum outro controle adicional tenha sido
implementado para garantir que a amostra se encontrasse no estado deoxi,
€ razoavel supor que a maioria da populagdo tenha sido congelada neste

estado.

Para verificar a consisténcia estrutural do modelo, foi feito o
ajuste da estrutura do hexamero da hemocianina de P. interruptus (PDB
1HC1, 1HC2, 1HC3, 1HC4, 1HC5 e 1HCB6) resolvida a 3,2 A por Volbeda e
Hol (1989). Foram feitos quatro ajustes independentes para cada par de
hexameros simétricos do modelo. Com isso, buscou-se que dentre os quatro
melhores ajustes, houvesse dois ajustados, um em cada dodecamero. Os
ajustes foram feitos usando o programa Situs’ (WRIGGERS et al., 1999;
WRIGGERS; CHACON, 2001). De fato, para um dos pares de hexameros
simétricos do modelo, os dois primeiros melhores ajustes eram, um em cada

hexamero do modelo e simétricos um ao outro. Para o outro par de

7 Disponivel em http://www.biomachina.org/
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hexadmeros do modelo, das quatro melhores solugdes, o segundo e terceiro
ajustes foram em hexameros opostos e ocorreram de maneira simétrica.
Embora a estrutura do hexamero utilizada ndo corresponda exatamente a
que se espera para A. gomesiana, o fato de se obter um bom ajuste, mostra
um relativo sucesso no refinamento do modelo, embora esse ainda possa
ser refinado. Considerando-se todas as micrografias coletadas e a média de
imagens adquiridas até o momento por micrografia, podemos estimar um
conjunto de cerca de 50.000 imagens disponiveis para o trabalho. Destas,
apenas cerca de 10.000 foram utilizadas até o momento, com valores de
defoco proximos uns aos outros. Ao se adicionar as demais imagens,
espera-se obter uma melhoria da resolugcdo do modelo em funcdo da

melhoria da relagao sinal-ruido.

Apds o ajuste do hexamero de hemocianina de P. interruptus
ao modelo obtido, o posicionamento das sub-unidades foi atribuido conforme
estudos anteriores (DUBE et al., 1995; VOIT et al. 2000). A Figura 17 mostra
0 posicionamento proposto das sub-unidades ajustadas ao modelo de
hemocianina da A. gomesiana. As sete sub-unidades podem ser vistas,
sendo que todos os hexédmeros possuem as sub-unidades a (verde), d (azul-
claro), e (marrom), f (azul-escuro) e g (vermelho). As sub-unidades b (cinza)

e ¢ (amarelo) aparecem simetricamente em apenas dois hexadmeros.
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Figura 16. Visédo estéreo do modelo de hemocianina de A. gomesiana
em diferentes orientacbes. (A) visdo em perspectiva. (B) vista de
superior, com o0 €ixo z saindo do plano, x na diregdo horizontal e y na
vertical. (C) vista lateral com o eixo x na horizontal, z na vertical e y

saindo do plano. (D) vista lateral com o eixo y na horizontal, z na vertical
e x saindo do plano.
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Figura 17: Visao estéreo da provavel organizagdo das sub-unidades da
hemocianina de A. gomeisana. Sub-unidade a (verde), sub-unidade b
(cinza), sub-unidade c¢ (amarelo), sub-unidade d (azul-claro), sub-
unidade e (marrom) sub-unidade f (azul-escuro) e sub-unidade g
(vermelho).

A Figura 18 mostra o ajuste proposto das estruturas
cristalografica ao modelo obtido, nas diferentes orientagdes mostradas na
Figura 16. Na primeira linha, tem-se 0 modelo proposto, em seguida, na
segunda linha, uma sobreposi¢ao do modelo e da estrutura cristalografica e
na terceira linha somente a estrutura cristalografica. As sub-unidades estéao

representadas nas mesmas cores citadas anteriormente.
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Figura 18. Estrutura cristalografica do hexadmero da hemocianina de P.
Interruptus (VOLBEDA; HOL, 1989), Figura 1, ajustado ao modelo
obtido de hemocianina de A. gomesiana. As trés colunas mostram
diferentes orientagdes do modelo. A primeira linha mostra as diferentes
vistas do modelo, conforme descrito na Figura 16. A segunda linha
mostra o ajuste de quatro hexdmeros ao modelo do complexo obtido. A
terceira linha mostra apenas as estruturas cristalograficas ajustadas.

Apds o ajuste, as interfaces de oligomerizacdo foram
analisadas. Como a estrutura cristalografica utilizada foi a de um hexamero,
as interfaces intra-hexaméricas ndo foram analisadas, somente as formadas

entre os hexameros, conforme mostrado na Figura 19.
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A associagao entre os dos dodecameros é feita por duas
pontes (Figura 19B). Cada uma das pontes é formada por duas ligagdes,

sendo uma entre o dominio 3 da sub-unidade b e o dominio 2 da sub-
Vi, TN

5 \ S PR A
Figura 19. Interfaces de oligomerizacdo da hemocianina de A.
gomesiana. (A) Perspectiva do modelo com indicagdes das interfaces
analisadas. (B) Interface de associacdo dos dois 2x6-mero: dominio 3
da sub-unidade ¢ (cinza) e dominio 2 da sub-unidade b (amarelo);
dominio 3 da sub-unidade b (amarelo) e dominio 2 da sub-unidade ¢
(cinza). (C) interface de oligomerizagdo dos hexameros pertencentes ao
mesmo 2x6-mero: dominios 3 das sub-unidades a (verde) de
hexdmeros diferentes; dominio 1 da sub-unidade a (verde) e dominio 3
da sub-unidade d (azul-claro); dominio 1 das sub-unidades b (amarelo)
sobrepondo o dominio 1 da sub-unidade c (cinza). (D) Detalhe da
interface entre os dominios 3 das sub-unidades a (verde).
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unidade ¢ e a outra entre o dominio 3 da sub-unidade ¢ e o dominio 2 da
sub-unidade b. Em (C) podemos observar, os contatos formados entre dois
hexameros do mesmo dodecamero. Esta associacao € feita através das
regides de contato: o dominio 1 das sub-unidades b (amarelo) e c¢ (cinza); o
dominio 3 das sub-unidades a (verde); o dominio 1 da sub-unidade a (verde)
e 0 dominio 3 da sub-unidade d (azul-claro). Exceto por essa ultima, as
demais interfaces ja foram descritas anteriormente por de Haas e van

Bruggen (1994) para a tarantula E. californicum.

Embora esse padrdo de associagcao derive da escolha do
posicionamento das sub-unidades conforme estudos anteriores, o correto
posicionamento entre os dominios das sub-unidades e o ajuste entre o
modelo proposto e a estrutura cristalografica, mostram consisténcia entre as

informagdes provenientes deste trabalho e as disponiveis na literatura.

As proximas etapas propostas para este trabalho sao: melhoria
da resolucdo do modelo através do aumento do numero de imagens e
utilizacdo de imagens obtidas em diferentes defocos; modelagem por
homologia das estruturas das sub-unidades de A. gomesiana e ajuste das

estruturas obtidas no modelo proposto.
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4.2 Oligomerizacao de hRXRaAAB e
especificidade no reconhecimento de elementos

responsivos

4.2.1 Expressao e purificagao de hRXRaAAB

A proteina hRXRaAAB foi expressada em E. coli, cepa
BL21(DE3), utilizando-se o plasmidio pET-28a(+). A Figura 21 mostra o
SDS-PAGE 15%, com as seguintes colunas: PM, com os marcadores de
massa molecular, sendo 67,00 kDa, 45,00 kDa, 30,00 kDa, 22,46 kDa e
13,37 kDa; Nao Induzida, com BL21 (DE3)/pET-28a(+)::hRXRaAAB antes
da indugdo com IPTG; Induzida Lisado, BL21 (DE3)/pET-28a(+)::hRXRaA
AB induzida por 3 horas com 0,5 mM de IPTG. A seta preta indica uma
banda de aproximadamente 40 kDa, correspondente a hRXRaAAB
recombinante com cauda de poli-histidina. A indicacdo PM sera utilizada nos

demais SDS-PAGE apresentados neste capitulo, indicando as mesmas
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Figura 20. Caracterizagdo da expressdo de hRXRaAAB por SDS-PAGE
15%. Coluna PM - Marcadores de pesos moleculares (67,00; 45,00;
30,00; 22,46; 13,37 kDa). Coluna N&o Induzida - BL21 (DE3)/pET-
28a(+)::hRXRaAAB antes da indug¢do. Coluna Induzida Lisado - BL21
(DE3)/pET-28a(+)::hRXRaAAB induzida por 3 horas com 0,5 mM IPTG.
A seta preta mostra uma banda correspondente a hRXRoAAB
recombinante com cauda de poli-histidina.
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massas moleculares.

ApdOs a expressao, uma primeira etapa de purificacdo € feita
através de cromatografia por afinidade a cauda de poli-histidina, utilizando
resina de cobalto (Co*) Talon Superflow. A Figura 22 mostra o perfil
cromatografico tipico (B), juntamente com um SDS-PAGE 15% do resultado
obtido (A). No SDS-PAGE, PM é o marcado de massa molecular, como
descrito anteriormente e Af apresenta o resultado obtido apds eluicdo com

300 mM de imidazol. Em Af observa-se uma banda intensa referente a

proteina hRXRaAAB.
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Figura 21. Caracterizacdo da purificaggo de hRXRoAAB em
cromatografia de afinidade ao Co*. (A) SDS-PAGE 15%: coluna PM -
Marcadores de massa molecular (67,00; 45,00; 30,00; 22,46; 13,37
kDa). Coluna Af — Apés purificagao a principal espécie presente € hRXR
aAAB. (B) Perfil de eluicao cromatografico tipico da hRXRaAAB apds
eluicdo com 300 mM de imidazol. O eixo vertical indica a absorbancia
no ultravioleta a 280nm e o eixo horizontal o volume de eluigdo em ml.

O segundo passo de purificacdo €& feito utilizando-se
cromatografia por exclusdo de tamanho, onde o produto do passo anterior é
aplicado em uma coluna HiLoad Superdex 200 26/60. Os resultados dessa
etapa sdo mostrados na Figura 22. Na cromatografia (B), sdo observados

dois picos de absorcdo, com volumes de eluicdo de 176 ml e 199 ml,
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respectivamente para os denominados Pico 1 (P1) e o Pico 2 (P2). A pureza
dos picos obtidos é mostrada em SDS-PAGE 15% (A), onde: PM indica os
marcadores de massa molecular, conforme descrito anteriormente; Af indica
o resultado da etapa anterior de purificagdo, utilizado aqui apenas para
comparagao do grau de pureza da proteina; P1 indica o resultado da
purificagdo por cromatografia por exclusdo de tamanho para a fragéo central
do Pico 1 e P2 indica o mesmo resultado para a fracdo central do Pico 2. O
calculo dos raios hidrodindmicos (Rh) obtidos a partir destes volumes de
eluicdo foram 50 A e 40 A, atribuidos as formas tetramérica e dimérica de
hRXRoAAB, respectivamente. Estes valores sao condizentes com valores
medidos anteriormente por Fischer et al. (2003) onde, para o tetramero, o
raio de giro, medido por SAXS, ¢é 53 A e o raio hidrodinamico, medido por
cromatografia de exclusao por tamanho, é 52 Aas7A e para o dimero, o
raio de giro, medido por SAXS, ¢é 34 A e o raio hidrodinamico, medido por

cromatografia de exclusdo por tamanho, é 45 A.
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Figura 22. Etapa de purificagdo de hRXRaAAB em cromatografia de
exclusdo por tamanho. (A) SDS-PAGE 15%. Coluna PM — Marcadores de
massa molecular (67,00; 45,00; 30,00; 22,46; 13,37 kDa). Coluna Af — material
proveniente da coluna de afinidade e aplicado na coluna de gel filtragao.
Colunas P1 e P2 — fragbes centrais dos picos 1 e 2, respectivamente,
mostrando uma unica banda, ambas contendo a proteina recombinante
hRXRaAAB purificada. (B) Perfil cromatografico de eluicdo isocratica
tipico, obtido apds passagem pela Superdex 200 HL 26/60. O eixo
vertical indica a absorbancia no ultravioleta a 280nm e o eixo horizontal
o volume de eluicdo em ml. A analise dos volumes de eluicdo mostram
o Pico 1 constituido por tetrdmeros e o Pico 2 por dimeros de hRXRa
AAB.
E importante ressaltar que protocolo de purificacdo

apresentado neste trabalho difere do utilizado em estudos anteriores que
investigaram mMRXRoAAB (CHEN et al., 1994; KERSTEN et al., 1995a;
KERSTEN et al.,, 1995b; KERSTEN et al., 1996; KERSTEN et al., 1997a;
KERSTEN et al.,, 1997b; KERSTEN et al., 1998). Chen et al. (1994), e
trabalhos subsequentes de Kersten, utilizam uma unica etapa de purificacdo
por afinidade, sem a etapa final de cromatografia de exclusdo por tamanho.
Além disso, a cauda de poli-histidina ndo é clivada em nenhum dos estudos
realizados por estes autores. Em 1998, Chen et al. introduzem uma etapa de
purificacdo por gel filtracdo, apos a afinidade, que separa a populagdo em

duas espécies, caracterizadas como monémeros e tetrameros.

Neste trabalho, apdés a etapa de purificacdo por afinidade,
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também segue-se uma etapa de cromatografia de exclusdo por tamanho,
onde sao isolados os diferentes estados oligoméricos da proteina, para
serem estudados separadamente. Além disso, a cauda de poli-histidina,
pode ser eliminada através de protocolo de clivagem por trombina. Os
estudos de oligomerizacdo de hRXRaAAB foram realizados com proteina
com cauda de poli-histidina. Ja os estudos de especificidade de
reconhecimento a elementos responsivos foi realizado com proteina sem a

presenca de cauda de poli-histidina.

4.2.2 Oligomerizagao de hRXRaAAB

Os estudos, apresentados a seguir, foram feitos utilizando-se
proteina com cauda de poli-histidina, assim como em estudos anteriores
sobre MRXRoAAB (CHEN et al., 1994; KERSTEN et al., 1995a; KERSTEN
et al.,, 1995b; KERSTEN et al., 1996; KERSTEN et al., 1997a; KERSTEN et
al., 1997b; KERSTEN et al., 1998, CHEN et al., 1998). Entretanto, ao
contrario desses estudos, as populacdes iniciais de dimeros e tetrameros

foram analisadas separadamente assim como em Chen et al. (1998).

Para investigar-se os diferentes estados oligoméricos
apresentados pela hRXRaAAB, apés a purificacdo por exclusdo de tamanho
foi realizado uma eletroforese em gel nativo com gradiente de poliacrilamida
de 8% a 25%, conforme mostrado na Figura 23. Nestes experimentos,
devido as carateristicas da técnica, na qual a forma e a carga da proteina

influenciam na mobilidade, os marcadores servem apenas como referéncia
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para posicionamento no gel, ndo podendo ser usados para afericdo de
massa molecular. Adotou-se como parametro de comparacdo de massa, as
posicdes obtidas para monémeros, dimeros e tetrameros de hTRBAAB, que
foi anteriormente estudado em nosso grupo (DIAS, 2004). Foram utilizadas
quatro fragbes da eluicdo, numeradas de 1 a 4 na figura, sendo elas: as
fragdes centrais de ambos os picos, onde a absorbancia a 280 nm é maxima
(1 e 3); a fracado intermediaria aos picos (2) e a porcao final de P2 (4).
Observou-se que, na fragdao central de P1 (1), a forma oligomérica
predominante é tetramérica, embora uma banda de menor intensidade seja
observada na regidao de dimeros. Para a fragao correspondente a regiao
intermediaria entre P1 e P2 (2) observou-se uma banda de tetrameros e
outra, de mesma intensidade, de dimeros. Na fragdo central de P2 (3) a
forma predominante é de dimeros embora uma banda de menor intensidade,
de tetrameros, também esteja presente. Para a ultima fragao, proveniente da
parte final de P2 (4), observa-se um padrao semelhante ao apresentado pela
fragdo anterior, embora com bandas de menor intensidade, conforme
esperado. Estas observagdes confirmam os resultados obtidos a partir da
analise do volume de eluicdo na cromatografia por exclusdao de tamanho,

onde P1 é composto principalmente por tetrameros e P2 por dimeros,

gquando comparados com a proteina padrao hTRBAAB.
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Figura 23. Estados oligoméricos da hRXRaAAB apds a cromatografia
de exclusao por tamanho. Gel de gradiente nativo 8-25%: Coluna PM -
Marcadores de pesos moleculares (669; 440; 232; 140; 66 kDa). Colunas 2, 3,
4, 5 — Contém as fragdes: central do Pico 1; intermediaria entre o Pico 1 e Pico
2; central do Pico 2; final do Pico 2. O experimento foi realizado logo apés a
purificagdo em coluna de gel filiragdo. As setas pretas apontam para as
posi¢des de tetrdmero (T) e dimero (D) de hRXRaAAB.
Utilizando-se hRXRoAAB proveniente do Pico 2, uma fragao
predominantemente dimérica, sem a presenca de tetrameros, foi feito um
outro gel de gradiente nativo 8-25%, com as amostras tendo sido incubadas

em uréia (Figura 24). Foram utilizados os mesmos marcadores de massa
molecular, conforme indicado na coluna PM. As amostras (40 pM) foram
equilibradas por 2 horas, a 18°C, na presencade OM, 1M, 2M,3Me 4 M
de uréia. As colunas 0, 1, 2, 3 e 4 indicam, respectivamente, a concentragao
molar de uréia. Em 4 M de uréia, o gel apresenta duas bandas, atribuidas a

mondmeros (M) e dimeros (D).

Em condigcbes similares de concentracdo de uréia, a
desnaturagao da proteina, proveniente do Pico 2, foi analisada por dicroismo
circular (FASMAN, 1996). Observa-se que na concentracao de 4 M de uréia,
o sinal de CD praticamente nao apresenta diferenca com relagao a proteina
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nativa, indicando estabilidade da estrutura secundaria, nessas condicdes

Figura 25).

Sendo assim, observa-se em 4 M de uréia, a existéncia de uma
espécie de maior mobilidade do que as duas espécies purificadas na
cromatografia de exclusdo por tamanho. Esta tem sua estrutura secundaria
preservada, o que pode ser um indicativo de que a espécie observada na
altura do marcador de 140 kDa é realmente dimérica e que, ao dissociar na

presenga de uréia, origina uma banda de mondémeros.
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Figura 24. Desnaturacdo de hRXRoAAB do Pico 2 por uréia
acompanhada por PAGE. Gel de gradiente nativo 8-25% de hRXRaAAB
incubada em uréia. As colunas 0, 1, 2, 3 e 4 indicam, respectivamente,
a concentragdo molar de uréia, 0 M, 1M, 2M,3 Me 4 M.

72



0222(104.deg . cm-2. dmol-1)

|Uréia] (M)
Figura 25. Desnaturacdo de hRXRoAAB do Pico 2 por uréia
acompanhada por dicroismo circular.

Utilizando-se ainda o Pico 2 da purificacdo, realizou-se uma
cromatografia analitica de exclusdo por tamanho em uma coluna TSK-3000
(Figura 26). Foram utilizados para calibragado proteinas com as seguintes
massas moleculares: 13,5 kDa; 16,0 kDa; 18,0 kDa; 18,0 kDa; 33,0 kDa;
33,0 kDa; 55,0 kDa, 67,0 kDa, que sao indicadas na figura por circulos
pretos. O valor de eluicdo da hRXRaAAB (7 uM) proveniente do Pico 2
(dimérico) foi de 7,2 ml, o que corresponde a uma massa molecular de 61

kDa, indicado na figura por um circulo aberto.
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Figura 26. Cromatografia analitica de exclusdo por tamanho do Pico 2
da hRXRaAAB. Foi utilizada uma coluna TSK-3000, calibrada
utilizando-se proteinas com massas moleculares de 13,5 kDa; 16,0 kDa;
18,0 kDa; 18,0 kDa; 33,0 kDa; 33,0 kDa, 55,0 kDa e 67,0 kDa. O eixo vertical
indica a massa molecular das proteinas e o eixo horizontal o volume de
eluicdo em ml. O volume de eluicdo e massa molecular das proteinas
utilizadas como padrao sao indicadas com um circulo preto. O circulo
aberto mostra o volume de eluicdo correspondente a hRXRaAAB, que
indica uma massa molecular de 61 kDa.

Os dados apresentados pela cromatografia analitica
corroboram os dados de Fischer et al. (2003), no sentido de que ha uma
predomindncia de dimeros em proteina proveniente do Pico 2, nessa
concentracdo. Entretanto, o protocolo de purificacdo utilizado por Fischer et
al. (2003) difere do apresentado neste trabalho. No sentido de se verificar a
predominancia de dimeros nas fragcdes de purificacdo oriundas do Pico 2,
novas medidas de SAXS foram realizadas. Para estas, a cauda de poli-
histidina da proteina foi clivada. A Figura 27 mostra o grafico de Guinier para

hRXRaAAB (7,2 mg/ml) e BSA (1 mg/ml). Utilizando-se a equacgao 18,

calculou-se o valor do raio de giro do hRXRaAAB como 39 A, compativel
com o valor de 40 A, observado para o raio hidrodindmico na cromatografia

de exclusdo por tamanho. A massa foi calculada comparando-se as

74



intensidades iniciais de ambas as curvas, obtendo-se o valor de 76 kDa de

massa para o hRXRaAAB, também compativel com a massa do dimero.
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Figura 27. Grafico de Guinier para hRXRaAAB e BSA.

No sentido de se fazer uma analise comparativa entre os picos
1 e 2, as fragcbes centrais de ambos foram escolhidas para serem
investigadas quanto a sua resposta ao ligante, 9-cis-RA, e ao elemento
responsivo DR1. Com isso, investigou-se a influéncia destes nos estados
oligoméricos observados. Foram preparadas amostras conforme descrito na

Tabela 3. Sao indicadas as concentragdes finais obtidas.

Tabela 3: Amostras de hRXRaAAB incubadas com elemento
responsivo e ligante.

Amostra Pico Ligante DR1
(50 pM) (2 mM) (400 pmol/ul)
RXR 1 1 - -
RXR 1 —9cis 1 9-cis-RA -
RXR 1 — curto 1 - Curto
RXR 1 —longo 1 - Longo
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Amostra Pico Ligante DR1

(50 pM) (2 mM) (400 pmol/pl)
RXR 1 —9cis — curto 1 9-cis-RA Curto
RXR 1 - 9cis — longo 1 9-cis-RA Longo
RXR 2 2 - -
RXR 2 — 9cis 2 9-cis-RA -
RXR 2 — curto 2 - Curto
RXR 2 —longo 2 - Longo
RXR 2 — 9cis — curto 2 9-cis-RA Curto
RXR 2 — 9cis — longo 2 9-cis-RA Longo

Estas amostras foram descongeladas e imediatamente
incubadas, na presenca do elemento responsivo e ligante, por 1h e 12h a
4°C. Em seguida foram analisadas em gel de gradiente nativo 8-25%. Em
outro conjunto de medidas, as amostras foram descongeladas e, antes de
serem incubadas, permaneceram em equilibrio a 4°C, durante 2 horas. As
amostras incubadas com DR1 com extremidades longas foram utilizadas
apenas no segundo conjunto de medidas, apds verificar-se que a ligagao a
este era mais efetiva do que ao DR1 com extremidades curtas. As figuras a

seguir mostram os resultados obtidos.

A Figura 28 mostra os resultados para o Pico 1 da hRXRaAAB.
Foram feitos dois géis de gradiente nativo 8-25%, da fragdo central do pico,
com tempos de incubagao de 1 hora e 12 horas, a 4°C. Em (A) e (A") os géis
foram corados com coomassie blue e em (B) e (B') os mesmos géis foram
corados com brometo de etidio para visualizagao do DNA. A coluna PM, em

todos os géis, mostra o marcador de massa molecular, conforme descrito
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anteriormente. As concentragdes utilizadas foram: proteina (50 pM); 9-cis-

RA (2 mM); DR1 (400 pmol/pl).

Observa-se que a incubacédo das amostras por um periodo de
12 horas parece nao alterar a intensidade relativa das bandas, indicando
que a incubagado por 1 hora, a 4°C, é suficiente para observar-se a ligagéo
ao 9-cis-RA e ao DR1. Na auséncia de ligante e do elemento responsivo, a
proteina, proveniente do Pico 1, mostra-se predominantemente tetramérica,
ainda que apresentando um menor populagdo de dimeros (A1 e A1), A
adicao do ligante, 9-cis-RA, faz com que parte da populacédo de tetrameros
se dissocie em dimeros. Entretanto, a forma tetramérica continua
predominante (A2 e A'2). A associagdo ao DR1 ocorre sem a necessidade
da presenca do ligante, conforme esperado (CHEN et al., 1994) (A3, A4, A'3,
A'4, B3, B4, B'3 e B'4). A presencga do elemento responsivo causa um maior
deslocamento do dimero, que pode estar associado a alteragdo da carga do
complexo hRXRaAAB-DR1 e também a um enovelamento mais compacto
do dimero. Apesar de haver, claramente uma populagao de dimeros ligados
ao DR1, ha também uma populagdo que apresenta deslocamento
semelhante ao de dimeros e tetrameros nao ligados, ainda que indicando a
presenca do elemento responsivo (B3 e B4). Parte da populacdo de
tetrameros, na presenca de DR1, ndo se dissocia, apresentando apenas
uma maior difusdo na banda (A3T e A4T). Sendo assim, concluimos que a
especie de tetramero predominante neste pico, € bastante estavel,

apresentando pouca dissociagdo em fungdo da presenca do ligante e
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embora, dissocie-se na presenca do DR1, parte significativa da populagéo

permanece tetramérica.

A Figura 29 mostra os resultados obtidos para o Pico 2, nas
mesmas condi¢des utilizadas para o estudo do Pico 1. Assim como para o
Pico 1, as medidas com 1 hora e 12 horas de incubac¢ao parecem indicar os
mesmos resultados. Para o Pico 2, a populagao predominante é dimérica, na
auséncia de ligante e elemento responsivo, apresentando uma menor
populacao de tetrameros (A1 e A"1). Diferentemente dos tetrdmeros do Pico
1, a maior parte da populacao de tetrdmeros deste pico responde a presenca
de 9-cis-RA, se dissociando em dimeros (A2 e A'2). Na presenga de DR1,
observa-se que parte da populagdo de hRXRaAAB se liga como dimero, néo
dependendo da presencga do ligante para isso (A3, A4, B3, B4, A'3, A'4,B'3 e
B'4). Assim como para o Pico 1, na presenca de DNA, a migragcao é mais
intensa, apresentando bandas em posi¢cdes inferiores. Entretanto, nao
aparecem bandas de tetramero, apos ligacdo ao DR1, e sim bandas na
posicao de dimeros nao ligados (A3, A4, A'3 e A'4). Parte destes apresenta,
ainda que fracamente, bandas quando corado com brometo de etidio,
indicando a presenca de DNA (B3, B4, B'3 e B'4). Nao é possivel determinar
qual o estado oligomérico desse complexo, podendo ser um dimero com
migracao retardada ou um tetramero com uma migracao intensificada. A
ligacdo de tetrameros de RXR (isoformas a, [, y) a elementos responsivos

foi anteriormente relatada (CHEN; PRIVALSKY, 1995; LIN et al., 1997).
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Figura 28. Ligacao de hRXRaAAB (Pico 1) ao elemento responsivo DR1
e ao ligante 9-cis-RA. Gel de gradiente nativo 8-25% da fragao central
do Pico 1 de hRXRaAAB apds incubagao por 1 hora e 12 horas a 4°C —
(A) Gel corado com coomassie blue - Coluna PM — Marcadores de
massa molecular (669; 440; 232; 140; 66 kDa). Coluna 1 — proteina (50
M) equilibrada por 1 hora a 4° C. Coluna 2 — proteina (50 puM) incubada
por 1 h com 9-cis-RA (2 mM). Coluna 3 — proteina (50 puM) incubada por
1 h com HRE DR1 de extremidades curtas (400 pmol/ul). Coluna 4 —
proteina (50 uM) incubada por 1 h com ambos, RA 9-cis (2 mM) e HRE
DR1 de extremidades curtas (400 pmol/ul). (B) O mesmo gel anterior,
corado com brometo de etidio para visualizagdo do DNA. Os
oligonucleotideos ligados a proteina podem ser vistos em bandas cinzas
fracas. As setas pretas apontam para as posicbes de tetramero,
indicado por T, e dimero, indicado por D, de hRXRaAAB na auséncia ou
presenca de HRE DR1 de extremidades curtas. (A") e (B') referem-se as
mesmas amostras utilizadas em (A) e (B), porém com incubacgao por 12
horas.
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Figura 29. Ligacao de hRXRaAAB (Pico 2) ao elemento responsivo DR1
e ao ligante 9-cis-RA. Gel de gradiente nativo 8-25% da fragao central
do Pico 2 de hRXRaAAB apds incubagao por 1 hora e 12 horas a 4°C —
(A) Gel corado com coomassie blue - Coluna PM — Marcadores de
massa molecular (669; 440; 232; 140; 66 kDa). Coluna 1 — proteina (50
M) equilibrada por 1 hora a 4° C. Coluna 2 — proteina (50 uM) incubada
por 1 h com 9-cis-RA (2 mM). Coluna 3 — proteina (50 uM) incubada por
1 h com HRE DR1 de extremidades curtas (400 pmol/ul). Coluna 4 —
proteina (50 pM) incubada por 1 h com ambos, RA 9-cis (2 mM) e HRE
DR1 de extremidades curtas (400 pmol/ul). (B) O mesmo gel anterior,
corado com brometo de etidio para visualizagdo do DNA. Os
oligonucleotideos ligados a proteina podem ser vistos em bandas cinzas
fracas. As setas pretas apontam para as posicbes de tetramero,
indicado por T, e dimero, indicado por D, de hRXRaAAB na auséncia ou
presenca de HRE DR1 de extremidades curtas. (A') e (B') referem-se as
mesmas amostras utilizadas em (A) e (B), porém com incubacgao por 12
horas.
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Foram realizados em seguida ensaios onde as amostras
permaneceram em equilibrio a 4°C por 2 horas e forma incubadas nas
mesmas condigdes anteriores, incluindo-se mais dois tipos de amostras,
hRXRaAAB com DR1 longo e hRXRaAAB com DR1 longo e 9-cis-RA
(Figura 30). Os resultados obtidos sdo os mesmos ja observados no
experimento anterior, exceto pela constatagdo de que o DR1 longo parece
apresentar maior afinidade para com a proteina (colunas 4 e 6 de A, B, A,
B') quando comparado com DR1 curto (colunas 3 e 5 de A, B, A', B'). Este
resultado foi importante no sentido de se definir pelo uso de elementos
responsivos "longos" para as medidas de determinagao da especificidade de

reconhecimento de elementos responsivos, que se seguiram.
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Figura 30. Ligagdo de hRXRaAAB (Pico 1 e 2) ao elemento responsivo
DR1 e ao ligante 9-cis-RA, apds equilibrio de 2 horas. Gel de gradiente
nativo 8-25% da fragcéo central do Pico 1 de hRXRaAAB apds equilibrio
por 2 horas, a 4°C, e incubagao por 1 hora a 4°C — (A) Gel corado com
coomassie blue - Coluna PM — Marcadores de massa molecular (669;
440; 232; 140; 66 kDa). Coluna 1 — proteina (50uM) equilibrada por 3
horas a 4° C. Coluna 2 — proteina (50 uM) incubada por 1 h com 9-cis-
RA (2 mM). Colunas 3 e 4 — proteina (50 uM) incubada por 1 h com
HRE DR1 de extremidades curtas e longas (400 pmol/ul),
respectivamente. Colunas 5 e 6 — proteina (50 puM) incubada por 1 h
com ambos, 9-cis-RA (2 mM) e HRE DR1 de extremidades curtas e
longas (400 pmol/ul), respectivamente. (B) O mesmo gel anterior,
corado com brometo de etidio para visualizagdo do DNA. Os
oligonucleotideos ligados a proteina podem ser vistos em bandas cinzas
fracas. A ligacao ao DR1 de extremidades longas é notadamente mais
forte do que ao de extremidades curtas. As setas pretas apontam para
as posicoes de tetramero, indicado por T, e dimero, indicado por D, de
hRXRoAAB na auséncia ou presenga de HRE DR1. (A') e (B') mostram
os resultados obtidos, segundo 0 mesmo protocolo, para o Pico 2 de
hRXRaAAB. As mesmas indicagbes acima foram utilizadas.
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4.2.3 Especificidade no reconhecimento de

elementos responsivos

Nesta etapa do trabalho foi analisada a interagdo da proteina
hRXRaAAB com diferentes elementos responsivos na presenca e auséncia
do seu ligante, 9-cis-RA. Utilizando a técnica de anisotropia de fluorescéncia,
foram analisadas as constantes de dissociagdo do sistema proteina-DNA.
Quatro diferentes elementos responsivos foram utilizados: DR1, repeticao
direta com um espacamento; DR4, repeticdo direta com quatro
espacamentos; F2, palindromo invertido com seis espacamentos; PAL,
palindromo sem espacamento. Os resultados estdo apresentados na forma
de variagdo da anisotropia (A Anisotropia), considerando-se o valor

observado para o oligonucleotideo livre, como valor inicial.

A Figura 31 mostra os resultados obtidos para a ligacéo proteina-
DNA na auséncia do ligante 9-cis-RA. Foram realizados trés experimentos
independentes em tampéao contendo 50 mM de NaCl e um experimento em
tampao com 200 mM de NaCl. Observou-se ndo haver interagao significativa
da hRXRaAAB com nenhum dos elementos responsivos na presenga de 200
mM de NaCl, para concentragcdes de proteina de até 200 nM. Para as
mesmas condi¢cdes de concentragao de proteina, também n&o foi observada
interagcdo para o elemento responsivo PAL, em nenhuma das concentragdes
de NaCl utilizadas. Para os elementos responsivos DR1, DR4 e F2 foi
observada interagao proteina-DNA para a concentracdée de 50 mM de NaCl,

nao sendo observada interacdo na condicdo de 200 mM de NaCl. Os valores
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de K, obtidos foram 13t4 nM, 26+10 nM e 39+21 nM, para DR1, DR4 e F2,
respectivamente.

A Figura 32 mostra os resultados obtidos para a interagdo de
hRXRaAAB com os elementos responsivos DR1, DR4 e F2, em tamp&o com
50 mM de NaCl, porém adicionando-se 300 nM de 9-cis-RA. Foram
realizados trés experimentos independentes para cada elemento responsivo.
Em todos os experimentos foi observada interacao entre a proteina e os
oligonucleotideos. Os valores de Ky obtidos foram 8+3 nM, 1816 nM e 92140

nM, para DR1, DR4 e F2, respectivamente.
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Figura 31. Associacdo de hRXRaAAB a diferentes oligonucleotideos,
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experimentos independentes em tampéo contendo 50 mM de NaCl e
um experimento em tampao com 200 mM de NaCl, para cada um dos
elementos responsivos: DR1, DR4, F2 e PAL.
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em tampao com 200 mM de NaCl, para cada um dos elementos
responsivos: DR1, DR4, F2 e PAL.
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A Tabela 4 mostra os valores de constantes de dissociagao
obtidos para a interacdo proteina-DNA, para os diferentes elementos
responsivos utilizados e na auséncia e presenga de ligante. Os mesmos
resultados também sao apresentados na Figura 33. Os experimentos foram
conduzidos a 10°C. Os resultados mostrados sdo a média das constantes
calculadas para experimentos independentes e o erro indicado € o desvio
padrao obtido.

Tabela 4: Constantes de dissociacdo (Ki;) para hRXRaAAB e

diferentes elementos responsivos (HRE) na presencga (+9-cis-RA)
e auséncia de ligante (-9-cis-RA).

HRE - 9-cis-RA + 9-cis-RA
DR1 1314 nM 8+3 nM
DR4 26+10 nM 18+6 nM
F2 39+21 nM 92+40 nM
140
120 || = DRI
mmmm DR4
100 { | === F2
E 80
£
© i
. 60
40
20 '
0 p
- 9-cis-RA + 9-cis-RA

Figura 33. Constantes de dissociagdo para hRXRaAAB e diferentes
elementos responsivos (HRE) na presenca (+9-cis-RA) e auséncia de
ligante (-9-cis-RA).
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As constantes de dissocia¢ao calculadas para DR1 e DR4, no
limite do erro experimental, sdo respectivamente 17 nM e 16 nM na
presengca do ligante, e 11 nM e 12 nM na sua auséncia. Sendo assim,
embora estes sejam valores limite, ndo é possivel afirmar que a ligagcéo de
hRXRaAAB ocorra de maneira diferenciada entre estes elementos, na
presenca ou auséncia do ligante. Por outro lado, comparando-se as
constantes obtidas para F2, na presenga e auséncia de ligante com as
obtidas para DR1 e DR4, observa-se que a adicdo do 9-cis-RA torna a

proteina seletiva com relagcdo a DR1 e DR4 em comparacgao a F2.

A dependéncia negativa da associagao a F2, na presenga de
9-cis-RA, pode indicar a existéncia de um mecanismo de resposta que, na
presenca do ligante, faz com que o receptor perca afinidade com relacéo a
elementos responsivos nao especificos que se ligam a forma apo da
proteina. Isso faria com que o maquinario de transcricdo, que é requisitado
através da ligacdo de 9-cis-RA ao receptor, so viesse a atuar quando este
estivesse associado ao DNA nas regides de interesse. Do ponto de vista
estrutural, espera-se que a organizagcdo do dimero para ligacao aos
elementos responsivos com repetigdes diretas (DR1, DR4) seja diferente do
que para a ligagao a F2. Isto porque, F2 é um palindromo invertido, e
portanto, necessita que os DBDs da proteinas se orientem em sentidos
opostos, ao contrario dos elementos de repeticdo direta. Sendo assim, a
ligacdo do 9-cis-RA pode estar impondo uma configuracdo estrutural a

proteina que impossibilita a inversao dos seus DBDs.
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Para a caracterizagdo da ligagdo entre a proteina e os
elementos responsivos foram realizados experimentos em diferentes
temperaturas. A Figura 34 mostra trés experimentos de titulacdo de
hRXRaoAAB em DRA1, realizados segundo o mesmo protocolo anterior, nas
temperaturas de 10°C, 15°C e 20°C. Utilizando-se o resultado de K ja obtido
anteriormente para a temperatura de 10°C e calculando-se os valores para
15°C e 20°C a partir das curvas abaixo, € possivel montar o grafico de van't
Hoff mostrado na Figura 35. Desse grafico obtém-se os valores de AH° =
24+5 kcal/mol e AS® = 0,121+0,017 kcal/mol.K. Os erros indicados para AH°
e AS° sdo derivados da regresséo linear utilizada para o ajuste dos dados.
Os resultados obtidos para as constantes termodinamicas da reacao de

associacao proteina-DNA sao mostrados na Tabela 5.

150

DRI °

Anisotropia (mA)

50 100 150 200 250

[hRXRa A AB] p M

Figura 34. Curvas de ligacdo hRXRaAAB-DR1 em diferentes
temperaturas.
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Tabela 5: Constantes termodindmicas da associacdo hRXRaAAB-

DR1.
Temperatura Ky (nM) AH° (kcal/mol) TAS?® (kcal/mol)
10°C 1314 2415 3415
15°C 816 2415 355
20°C 312 2415 355

Analisando-se os resultados mostrados na Tabela 5, observa-
se que a componente entropica da associacdo da hRXRaAAB ao elemento
responsivo DR1, considerando-se a margem de erro, € maior ou igual a
componente entalpica observada. Visto que a associacdo da proteina ao
DNA é observada espontdneamente (AG° < 0) é possivel supor que o
processo de associagao possui uma maior componente entropica. Além
disso, o processo mostra uma variagao entalpica no sentido contrario a
variagdo da energia livre de Gibbs (AH° > 0), como pode ser visto também
na Figura 35. Sendo assim, estes dados indicam uma natureza entrépica
para a associacdo de hRXRaAAB ao elemento responsivo DR1. Esse
mecanismo é também observado para outras proteinas que interagem com

DNA (KE et al, 2002; JEN-JACOBSON et al., 2000; FOGUEL; SILVA, 1994).
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Figura 35. Grafico de van't Hoff para a hRXRaAAB. As temperaturas
mostradas s&o 10°C, 15°C e 20°C.

O mecanismo estrutural de reconhecimento de DR1 é
conhecido (ZHAO et al., 2000) e apresenta aminoacidos com caracteristica
hidrofébica na regido de ligagdo. A associagdo proteina-DNA, quando de
natureza entropica, depende da existéncia de regides hidrofobicas que
estejam expostas ao solvente, organizando-o em torno destas. A ligagédo da
proteina ao DNA, reorganiza ambos sistemas, fazendo com que estas
regides se tornem protegidas pelo DNA, ou mesmo pela proteina, liberando
o solvente (JEN-JACOBSON, 2000) e ocasionando a variagdo da entropia.
Sendo assim, existe a possibilidade estrutural de que o mecanismo de

associagao entre o hRXRaAAB e o elemento responsivo DR1 tenha origem

entropica.
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5 Conclusoes

O trabalho desenvolvido teve como objetivo o estudo e
caracterizacao de diferentes complexos formados pelo receptor de acido
retindico 9-cis e também pela hemocianina de Acanthoscurria gomesiana,

através de técnicas biofisicas e estruturais.

No estudo da hemocianina de A. gomesiana, obteve-se um
modelo estrutural com resolucdo de 17 A. A analise da estrutura mostrou
coeréncia com as informacdes disponiveis para outras hemocianinas,
notadamente a da taréantula E. californicum. Com a analise dos resultados
obtidos pbéde-se confirmar a participacdo de dominios especificos das sub-
unidades constituintes na oligomerizagdo do complexo. Esperamos, como
perspectiva deste trabalho, realizar o refinamento do modelo proposto, a
partir dos dados disponiveis de A. gomesiana, juntamente com a modelagem

por homologia das sub-unidades do complexo.

Com relacdo a hRXRaAAB, este trabalho mostrou, através do

uso das técnicas de cromatografia analitica de exclusao por tamanho,
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eletroforese em gel de poliacrilamida e SAXS, que dimeros dessa proteina
podem ser encontrados em solugdo, ndo sé na presenca do ligante 9-cis-RA

e do elemento responsivo DR1, mas também em sua forma n&o ligada.

Com relagdo ainda a proteina hRXRaAAB, também foi
estudado a sua associagao a diferentes elementos responsivos, DR1, DR4,
F2 e PAL, através da técnica de anisotropia de fluorescéncia. Isso foi feito na
presenca e na auséncia do ligante 9-cis-RA. Conclui-se que a proteina
estudada possui maior afinidade por DR1 e DR4 do que por F2 na presencga
do ligante (Ks = 8£3 nM, Ky = 1816 nM e Ky = 92+40 nM, respectivamente), o
que n&o ocorre na sua auséncia (Ky = 1314 nM, Ky = 26210 nM e Ky = 39121
nM, respectivamente). Também se observa que a ligagdo da proteina aos
elementos responsivos DR1 e DR4 ocorre com afinidades semelhantes,
tanto na presenga quanto na auséncia do ligante. Devido a magnitude dos
erros experimentais obtidos, ndo ¢é possivel observar diferengas
significativas de afinidade entre os elementos DR1 e DR4. No experimento
conduzido, ndo foi observada ligagdo ao elemento responsivo PAL, na

auséncia do ligante.

A dependéncia negativa da associagdo da proteina ao
elemento F2, com relagcéo a presenca de 9-cis-RA, pode indicar a existéncia
de um mecanismo, que na presenca do ligante, diminui a afinidade do
receptor para ligacdo a elementos responsivos nao especificos, ainda que
possa se ligar a estes quando na forma apo. Isso faria com que a transcrigéo

s6 ocorresse quando o receptor estivesse associado ao DNA nas regides de
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interesse.

Os estudos conduzidos, ainda com a técnica de anisotropia de
fluorescéncia, para verificar a associacdo de hRXRaAAB ao elemento
responsivo DR1 em diferentes temperaturas mostram uma possivel origem
entropica para essa associagdao. As constantes termodinamicas de
associacdo observadas para temperaturas entre 10°C e 20°C sdo AH° =
24+5 kcal/mol e AS® = 0,121+0,017 kcal/mol.K. Nesta faixa de temperaturas
o valor de AG é negativo, oposto a variacdo da entropia, mostrando uma
contribuicdo desfavoravel de AH®, e indicando uma origem entrépica para a
associacao. Este tipo de mecanismo de associacdo proteina-DNA ja foi
observado anteriormente e parece estar relacionando a regiées hidrofébicas
do dominio de ligacdo da proteina ao DNA. Sendo assim, no caso de
hRXRoAAB, este estudo merece um aprofundamento, inclusive com a
investigacdo do mecanismo de associagao existente para a proteina em sua

forma fisioldgica, com a regido N-terminal.
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Structural Analysis of an Echinococcus granulosus Actin-Fragmenting
Protein by Small-Angle X-Ray Scattering Studies and Molecular Modeling

Eliana D. Grimm,* Rodrigo V. Portugal,” Mario de Oliveira Neto, Nadia H. Martins, Igor Polikarpov,
Arnaldo Zaha,** and Henrique B. Ferreira**
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ABSTRACT The Echinococcus granulosus actin filament-fragmenting protein (EgAFFP) is a three domain member of the
gelsolin family of proteins, which is antigenic to human hosts. These proteins, formed by three or six conserved domains, are
involved in the dynamic rearrangements of the cytoskeleton, being responsible for severing and capping actin filaments and
promoting nucleation of actin monomers. Various structures of six domain gelsolin-related proteins have been investigated, but
little information on the structure of three domain members is available. In this work, the solution structure of the three domain
EgAFFP has been investigated through small-angle x-ray scattering (SAXS) studies. EQAFFP exhibits an elongated molecular
shape. The radius of gyration and the maximum dimension obtained by SAXS were, respectively, 2.52 = 0.01 nm and 8.00 *
1.00 nm, both in the absence and presence of Ca®*. Two different molecular homology models were built for EQAFFP, but only
one was validated through SAXS studies. The predicted structure for EQAFFP consists of three repeats of a central B-sheet
sandwiched between one short and one long a-helix. Possible implications of the structure of EQAFFP upon actin binding are

discussed.

INTRODUCTION

The larval stage of the cestode tapeworm Echinococcus
granulosus is the causative agent of cystic hydatid disease or
hydatidosis, recognized as one of the world’s major zoono-
ses (1). This parasite requires two mammalian hosts for
completion of its life cycle. Adult tapeworms develop in the
small intestine of definitive hosts (domestic dogs and wild
canids), whereas the metacestode or hydatid cyst usually
develops in the liver or lungs of intermediate hosts (mainly in
ungulates, and accidentally in humans). The pathological
effect of the disease is caused by the pressure exerted by the
hydatid cyst on the intermediate host’s viscera. Within the
cyst, protoscoleces are produced by asexual reproduction and
develop into the adult worm when ingested by the definitive
host.

The E. granulosus complex life cycle involves important
changes in cell morphology and physiology (2). The molec-
ular and cellular mechanisms involved in E. granulosus de-
velopment are still largely unknown but are likely to require
extensive cytoskeleton reorganization (3,4).

The actin cytoskeleton is a vital component of several key
cellular and developmental processes in eukaryotes, such as
motility, cytokinesis, cytoplasmic organization, and endo-
cytosis (5). In cells, the assembly and disassembly of actin
filaments, in addition to their organization into functional
three-dimensional (3D) networks, are regulated by a variety
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of actin-binding proteins (6-10). Among these proteins,
those from the gelsolin superfamily control actin organiza-
tion by severing filaments, capping filament ends, and nu-
cleating actin assembly (11).

The best-studied members of this protein family are
severin (12—-14) and fragmin (15,16) from Dictyostelium
discoideum and Physarum polycephalum, respectively, and
gelsolin (17,18) and villin (19,20) from higher organisms. A
common feature of this family is the segmental organization
into three (severin, fragmin) or six (gelsolin, villin) homol-
ogous domains that might have evolved from an ancestral
one domain protein through a stepwise process, involving a
gene triplication followed by an additional duplication event
(21,17). The activities of these proteins are often modulated
by signaling molecules, such as Ca?* or phosphorylated
phosphoinositides (22). Based on gelsolin (23,24), the most
extensively studied member of the family, it is generally
accepted that the second domain binds F-actin, whereas the
first domain (and the fourth one, for six domain proteins)
binds G-actin.

So far, only a few proteins of the gelsolin superfamily
have solved 3D structures. A search in the database of pro-
tein structures indicates that of all known members of this
family to date, gelsolin is the only protein that has its full-
length (six domains) structure solved (25). Structures of
other proteins, like villin (26) and severin (27,28), have been
determined only for the first or second domains, usually
bound to ligands (Ca2+ and/or actin). Domain comparisons
between the known structures show that they all share a
common fold built around a central five-stranded mixed
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B-sheet, which is flanked by a long a-helix running parallel to
the sheet and a short perpendicular running a-helix (25-29).

Our laboratory has previously cloned and functionally
characterized a 42 kDa actin filament-fragmenting pro-
tein from E. granulosus (EgAFFP) (30). The recombinant
EgAFFP protein is recognized by sera of ~69% of human
hydatid disease patients (31) and, in vitro, was able to induce
actin polymerization and sever actin filaments, confirming
that it belongs to the gelsolin superfamily (30). According to
sequence analysis, EGQAFFP presents three repeated domains
and is similar (36% identity) to the gelsolin NH,-terminal
half (G1-G3). The lack of structural data for full-length
three domain members of the gelsolin superfamily, such
as EgAFFP, represents an obstacle to the understanding of
structure-function relationships of these smaller proteins,
which are functionally equivalent to their six domain coun-
terparts. Structural characterization of EgAFFP might help to
understand how three domain members function and how
they are regulated by calcium.

There is a relatively high degree of sequence identity
between gelsolin and orthologous proteins, such as villin and
severin, particularly in regions that are buried or forming
secondary structure (25). Therefore, it has been suggested that
the domain folds in gelsolin may be used to predict the ge-
ometries for the as of yet unsolved structures of the corre-
sponding domains in other members of the gelsolin superfamily.
Homology or comparative protein structure modeling allows
the construction of a 3D model for a given protein sequence
based on its similarity to one or more known structures. It is
the most reliable method to predict the 3D structure of a
protein, with an accuracy that can be comparable to that of a
low resolution, experimentally determined structure (32). The
accuracy of comparative modeling is correlated with sequence
identity between the template structure and the modeled
sequence (33). High accuracy models can be obtained when
template structures with >50% sequence identity are available,
medium accuracy with 30% = 50% sequence identity, and low
accuracy with <30% sequence identity.

Small-angle x-ray scattering (SAXS) is a well-established
technique for obtaining structural information on macromol-
ecules in solution under close to physiological conditions
(34) and is particularly useful when high resolution structural
information, such as that from NMR or x-ray crystallogra-
phy, is not yet available (35) as is the case for EgAFFP.
Previous work has shown that SAXS data can be conve-
niently used to confirm computer-modeled protein structures
(36,37).

In this study, we constructed a homology model for
EgAFFP both in the presence and in the absence of Ca”",
based on its similarity with horse plasma gelsolin (Protein
Data Bank (PDB) id: 1RGI (38) and 1DON (25), respec-
tively). We also obtained an ab initio low resolution model of
EgAFFP through SAXS studies, which is in agreement with
the structure of our homology model based on Ca’*-free
gelsolin (PDB id: 1DON) but differs significantly from the
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homology model generated from Ca® " -gelsolin bound to actin
(PDB id: IRGI). We also examined changes in EgAFFP
conformation caused by Ca®" and found no significant vari-
ations in the molecular envelope of the protein upon addition
of Ca?*. The functional implications of the proposed struc-
tural model upon actin binding are discussed.

MATERIALS AND METHODS
Protein expression and purification

Full-length EgAFFP (370 aa) (30) was expressed as a fusion with
glutathione-S-transferase using the pGEX system (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) and purified by affinity chromatography according to
Smith and Johnson (39). The fusion protein was cleaved with thrombin
(10 units/mg of matrix-bound protein) for 12 h at 4°C, and the recombinant
EgAFFP was eluted in phosphate-buffered saline (137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 10 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7.4) plus 3 mM dithiothreitol
(DTT) and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and concentrated
in Centricon YM-10 microconcentrators (Millipore, Bedford, MA) to 12
mg/ml. Protein purity was evaluated by SDS-PAGE (40), and concentration
was determined using the Bio-Rad dye assay (Bio-Rad, Hercules, CA),
with BSA as standard. Typically, 30 mg of recombinant protein were ob-
tained from 1 liter of culture.

Pyrene actin preparation

Pyrene actin was prepared according to Cooper et al. (41) with minor
modifications. Monomeric actin (G-actin) from bovine skeletal muscle
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was diluted in buffer G (2 mM Tris-HCl,
pH 8.0, 0.2 mM ATP, 0.5 mM DTT, 0.2 mM CaCl,, 0.01% NaN3) to a
concentration of 1 mg/ml. G-actin was polymerized at room temperature for
1 h by adding KCI1 and MgCl, to 100 mM and 2 mM, respectively. N-(1-
pyrene) iodoacetamide (Molecular Probes, Eugene, OR) freshly dissolved in
dimethyl formamide was added from a 5 mM stock solution to the F-actin
(final concentration of 160 M) and incubated overnight at 4°C in the dark.
The pyrene F-actin was collected by centrifugation at 163,000 X g for 90
min at 4°C, resuspended in 1 ml of buffer G, and dialyzed against the same
buffer for 48 h with several changes of buffer to depolymerize the actin and
remove free pyrenyl. The pyrene G-actin was then clarified at 163,000 X g
for 90 min at 4°C and divided into 50 ul aliquots, which were frozen in
liquid nitrogen and stored at —70°C. Before use, the pyrene G-actin was
thawed on ice and then centrifuged at 16,000 X g for 15 min at 4°C
to remove larger precipitates. After the absorbance at 344 nm and 290 nm
was determined, the total actin concentration was calculated using mM
actin = (Angg — 0.127 A344)/26.6 mM ™' cm™". The pyrene/actin ratio was
calculated using an extinction coefficient of 22,000 M~ cm™' for pyrene
with pyrene/actin = (A344/22.0)/mM actin.

Fluorescence spectroscopy

All fluorescence measurements with pyrene actin were performed at 20°C
using an ISS K2 fluorimeter (ISS, Fluorescence, Analytical and Biomedical
Instrumentation; Champaign, IL). The excitation and emission wavelength
were set at 365 nm and 407 nm, respectively, with sample volumes of 300 wl.
To avoid bleaching the fluorophore, pyrene actin was prepared and stored in
the dark and, during fluorescence experiments, it was exposed to the light
source only intermittently. The data were plotted as arbitrary relative fluo-
rescence values.

For nucleation assays, actin (6 uM final concentration, 10% of which was
pyrene labeled) was preincubated for 10 min with EgAFFP (250 nM). The
polymerization was initiated by the addition of buffer F (buffer G with 100
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mM KCI and 2 mM MgCl,) from a 10X concentrated stock solution, and
the increase in fluorescence was recorded as a function of time.

For severing assays, actin (8 uM, 25% pyrene labeled) was polymerized
in buffer F for 15 min. Subsequently, the filaments were precapped with
recombinant gelsolin (23) (40 nM final concentration) to avoid measuring
nucleation activity. The mixture was stored overnight on ice. This solution
was then diluted in buffer G to a final concentration of 400 nM in the absence
or presence of EgAFFP (10 nM), and fluorescence was recorded.

Modeling of EQAFFP

The PDB database was searched for proteins homologous to EgAFFP with
solved atomic structures using the BLAST program (42). The selected se-
quences were aligned with CLUSTALW (43), and model building by homology
was performed with the MODELLER 6 program (44). For a given alignment,
20 model structures were built and evaluated with the PROCHECK software
suite (45). Only the best-evaluated model was retained after the analysis.

SAXS measurements and data analysis

SAXS data were collected at the small-angle scattering beamline on the
LNLS (National Synchrotron Light Laboratory, Campinas, Brazil) using a
one-dimensional position-sensitive detector. EGAFFP samples at a concen-
tration of 4, 8, and 12 mg/ml were prepared in phosphate-buffered saline (pH
7.4) in the absence or presence of 0.2 mM CaCl,. EGTA was added to the
Ca*" -free samples to a final concentration of 1 mM. Samples were measured
at a wavelength of 1.488 A for a sample-detector distance of 1634.5 mm
covering the momentum transfer range 0.21 nm ™' < ¢ < 2.35nm™" (g =
4arsinf/A, where 20 is the scattering angle). The scattering curves of the
protein solutions and the corresponding solvents were collected in 20 frames
of 100 s each to monitor radiation damage and beam stability. The data were
normalized to the intensity of the incident beam and corrected for detector
response. The scattering of the buffer was subtracted, and the difference
curves were scaled for concentration. The distance distribution functions
p(r) and the radii of gyration R, were evaluated by indirect Fourier transform
using GNOM (46), which also corrected the smearing effect.

Ab initio molecular shape determination from
SAXS measurements

The low resolution particle shape was restored using the ab initio procedure
described by Petoukhov et al. (47), as implemented in the CREDO program.
The known part of the high resolution structure was fixed, and missing
portions, such as disordered loops and N-terminal residues, were then
modeled to fit the experimental scattering data obtained from the intact
particle. A simulated annealing procedure was used to minimize a scoring
function that depends on the discrepancy between the experimental and cal-
culated patterns and relevant penalty terms. The final shape restoration was
performed using 436 residues and 378 waters assuming no molecular sym-
metry. The values for Ry, Dyay. and the scattering curve simulated from the
atomic coordinates of the ESAFFP homology models based both on Ca**-
free and Ca”"-bound gelsolin and the discrepancies between the homology
model and experimental data were calculated using the CRYSOL program (48).
The SUPCOMB program (49) was used to superpose the low resolution ab
initio model to the structure of the homology model.

RESULTS
Functional integrity of recombinant EQAFFP

Recombinant EgAFFP functionality has been previously
assessed and, compared to gelsolin, EgAFFP nucleates actin
at a similar rate, whereas fragmentation is 20% less efficient
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(30). To assess recombinant EgAFFP functionality before its
structural characterization, the pyrene actin fluorescence
assay was used to indirectly determine its actin-severing
and -nucleating activities by monitoring the polymerization/
depolymerization rate of actin. The ability of recombinant
EgAFFP to nucleate actin assembly (Fig. 1 A) and sever actin
filaments (Fig. 1 B) was confirmed by its direct effect on the
rate of increase and decrease, respectively, in the fluores-
cence of pyrene-labeled actin. These results indicated that
the recombinant EgAFFP samples used for structural char-
acterization retained these Ca®"-dependent activities, which
are typical of proteins of the gelsolin superfamily.

EgAFFP modeling

Sequence alignments with the database of structures revealed
that the EgAFFP sequence has the highest sequence identity,
36% of identical residues and 58% of conserved residues,
with the N-terminal half (amino acids 27-367) of horse
plasma gelsolin (in the Ca?" free form, PDB id: 1DON;
(25)). Relatively high homology and the fact that 1DON is
the only full-length structure of the gelsolin superfamily avail-
able justified its use as a template for EgAFFP modeling. For
modeling, we aligned the EgAFFP target sequence to that of
amino acids 27-367 of the 1DON template. The first 35
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FIGURE 1 (A) Nucleating and (B) severing activity of recombinant
EgAFFP. Assays were performed in the presence of Ca>* as described in
Materials and Methods. Nucleating activity of 60 nM EgAFFP (OJ).
Severing activity of 4 nM (A) and 10 nM (<) EgAFFP. Actin alone (O) was
used as a control in both assays.
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amino acids of the EgAFFP sequence, which would consist
of two short a-helices, were eliminated, since they did not
align with the template sequence. The obtained alignment
was then used to generate a homology model (Fig. 2,
shaded). As expected from the building procedure, the model
resembles the N-terminal half of the 1DON structure
(domains G1-G3) and suggests that EgGAFFP is composed
of three independent domains (El, Phe49—Tyr143; E2,
Leu147—Hi5255; and E3, Ser278—Trp368), as predicted by se-
quence analysis (30). Each domain adopts a similar geo-
metric fold composed of a core of mixed B-sheet comprising
five or six strands sandwiched between a long helix (helix 1)
running roughly parallel to the strands in the sheet, and a
short helix (helix 2) running approximately perpendicular to
the strands. The sheets of E1 and E3 form a continuous 10-
stranded (-sheet. E1 also contributes a single strand to the
sheet of E2, forming a continuous seven-stranded (-sheet.
The C-terminus of E1 immediately enters the N-terminus of
E2, whereas there is an extended 23-residue loop connecting
E2 and E3, which runs over the central sheet of E1. EgAFFP
was also modeled in the presence of Ca2+, based on the
crystallographic structure of the Ca*>* -bound N-terminal half
(G1-G3 domains) of gelsolin:actin complex (PDB id: 1RGI;
(38)), from which the actin fragment was discarded. The
obtained model (Fig. 2, solid) shows that the two halves of
the B-sheet that runs continuously from E1 to E3 in the Ca’*-
free model are separated in the Ca>*-bound model, and E1 no
longer interacts with E3. In contrast, the E2-E3 linker
shortens and brings E2 close to E3, whereas the first strand of
E2 extends, forming a long linker between E1 and E2.

SAXS data analysis

Experimental scattering curves from EgAFFP are presented
in Fig. 3, and the structural parameters derived from these
curves are given in Table 1. Guinier plots (50) of the data
obtained at 4 mg/ml exhibited linear profiles, indicating
satisfactory monodispersity of EgAFFP both in the absence
and in the presence of Ca>" (Fig. 3 A, inset). The scattering

FIGURE 2 Stereo view of superposition of the EGAFFP homology model
based on Ca®>"-bound gelsolin (PDB id 1RGI) (solid) and EgAFFP homology
model based on Ca"-free gelsolin (PDB id 1DON) (shaded). Domains E1,
E2, and E3 are indicated in each model. The relative positions of both models
were based on the superposition of the corresponding E1 domains.
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TABLE 1 Structural parameters derived from SAXS
data and models

EgAFFP EgAFFP
absence of Ca®" presence of Ca**
Parameter/sample Exp.* Mod." DR* Exp.* Mod.! DR*
D nax (nm) 8.00 = 1.00 7.68 8.53 8.00 = 1.00 9.02 8.47
R, (nm) 253 =001 237 235 251 *0.01 271 229
Discrepancy x - 1.29 1.15 - 6.00 1.13
Resolution (nm) 2.67 - 2.67 2.67 - 2.67

*Exp., calculated from the experimental data.

tMod., parameters obtained from the EgAFFP homology models.

*DR, parameters of the experimental SAXS low resolution structure,
averaged over 10 independent DR models.

curves obtained in the presence or in the absence of Ca**
were virtually identical at all measured protein concentra-
tions (Fig. 3 A). The radius of gyration (R,), estimated using
the Guinier approximation, was 2.53 = 0.01 nm in the
absence of Ca®" and 2.51 + 0.01 nm in the presence of
Ca®". Since scattering curves at higher concentrations
showed nonnegligible interference effects, we combined a
low resolution part of the scattering curve obtained at 4 mg/
ml (<0.5 nm™") with a high resolution part of the scattering
curve measured at 12 mg/ml in a composed scattering curve,
which was used in ab initio model reconstruction (Fig. 3 B).
The pair distance distribution function p(r) for both protein
samples is shown in Fig. 4 and was calculated from the
GNOM fitted data. These curves also provided the EgAFFP
maximum dimension (D,,,,), determined from the value of r
for which the function p(r) drops to zero. The determined
EgAFFP D, ., was 8.0 = 1.0 nm, both in the absence and in
the presence of Ca?*. The ratio of the radius of gyration to
the maximum dimension indicates an elongated shape for
EgAFPP in solution, also indicated by the shape of the p(r)
function, typical of an asymmetric particle (51). To evaluate
our computer-designed EgAFFP models, based on the struc-
ture of Ca”*-free and Ca”>*-bound gelsolin domains G1-G3,
the SAXS experimental curves were compared to the scat-
tering intensity and the distance distribution p(r) function
calculated from their atomic coordinates. The scattering in-
tensity and the distance distribution p(r) curve calculated for
the EgAFFP Ca>" -free homology model (presented in Figs.
3 B and 4, respectively) are in good agreement with the
SAXS experimental data, indicating that scattering data
are fully compatible with this structural model. Conversely,
both scattering intensity and distance distribution function
for the EGAFFP Ca®"-bound model grossly deviate from the
scattering intensity curves and p(r) function obtained from
SAXS experiments (Figs. 3 B and 4).

Ab initio molecular shape determination from
SAXS experiments

The low resolution ab initio models of EgAFFP in the
absence and presence of calcium were both built using the

Biophysical Journal 90(9) 3216-3223
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FIGURE 3 Experimental scattering curves for EGAFFP. (A) Experimental
scattering curves corrected by the smearing effect of EGAFFP in the absence
of Ca** at4 mg/ml ((J), 8 mg/ml (O), and 12 mg/ml (A) and in the presence
of Ca®" at4 mg/ml (V), 8 mg/ml (&), and 12 mg/ml (<1). The Guinier plot
with linear fit profiles is shown in the inset, allowing the estimation of
R, = 2.53 nm in the absence of Ca2+, and R, = 2.51 nm in the presence of
Ca®*. (B) Composed scattering curve of ESAFFP corrected by the smearing
effect in the absence of Ca®* (O), in the presence of Ca%* (O), and scat-
tering intensities from the DR models (thick solid line), from the homology
model based on the N-terminal half of Ca>"-free gelsolin (PDB id 1DON,
thick shaded line), from the homology model based on the N-terminal half of
Ca*"-bound gelsolin (PDB id 1RGI, rraced line), from the crystallographic
structure of the Ca®>*-bound C-terminal half of gelsolin (PDB id 1NPH, thin
shaded line), and from the x-ray structure of the C-terminal half of gelsolin
bound to Ca>" and actin (PDB id 1H1V, thin solid line). The actin structure
was extracted from the later model.

CREDO program from the composed x-ray scattering curves.
The models were derived from experimental data assuming
P1 symmetry. To verify the validity of the dummy residue
(DR) models, several independent constructions were made
from different starting conditions and, in all cases, very
similar envelopes were obtained. Virtually identical low
resolution models were also obtained when the GASBOR
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FIGURE 4 Comparison of distance distribution functions for EgAFFP.
The p(r) curves obtained were calculated using the GNOM program, and the
experimentally derived distributions for EGAFFP are given in the absence
(O) and in the presence (O) of Ca’". Distributions were calculated for the
homology model based on the N-terminal half of Ca" -free gelsolin (PDB id
1DON, thick shaded line), for the homology model based on the N-terminal
half of Ca®>*-bound gelsolin (PDB id 1RGI, traced line), for the
crystallographic structure of the Ca>*-bound C-terminal half of gelsolin
(PDB id INPH, thin shaded line), and for the x-ray structure of the
C-terminal half of gelsolin bound to Ca>* and actin (PDB id 1H1V, thin
solid line). The actin structure was extracted from the later model.

program (52) was used. The homology model of EgAFFP
based on Ca”"-free gelsolin, but not the model based on the
Ca**/gelsolin:actin complex, could be unambiguously po-
sitioned inside the SAXS-derived molecular envelopes
of EgAFFP both in the absence and in presence of Ca®"
(Fig. 5). The structural parameters calculated for the DR
models and the Ca”*-free EgAFFP homology model and the
structural parameters obtained from experimental SAXS
measurements (all presented in Table 1) show very good
agreement, further supporting our computer-designed Ca** -
free EgAFFP structure. Furthermore, molecular envelopes
obtained from the SAXS curves measured for EgSAFFP in the
absence and presence of Ca®* were virtually identical, as one
would expect given the extremely high similarity of the
initial scattering curves (Fig. 3). At the same time, structural
parameters derived from the EgAFFP homology model
based on the Ca®"-bound gelsolin:actin complex are very
different from the experimental data (Table 1). Moreover,
fitting of the predicted x-ray scattering curve based on this
model with the experimental scattering data (with and without
Ca’") indicates gross differences between these curves (Fig.
3 B), which results in a discrepancy parameter y = 6.0.
Given the fact that the structure of the N-terminal half of
gelsolin (domains G1-G3) closely resembles its C-terminal
half (domains G4—G6), we also compared the predicted x-ray
scattering intensity curves and distance distribution for
crystallographic models of G4-G6 domains of Ca®"-bound
gelsolin (PDB id: INPH (53)) and Ca“/actin:gelsolin
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FIGURE 5 Stereo views showing the superposition of the Ca®*-free
EgAFFP homology model with the envelope obtained from the 10 DR
models (spheres). Only DR models retrieved from the Ca**-free EgAFFP
scattering curves are shown since these are virtually identical to the DR
models based on Ca>*-bound EgAFFP scattering curves. Middle and
bottom images are rotated by 90° around the y and x axes, respectively,
compared to the top image.

complex (PDB id: IH1V (54)). Actin structure was removed
from the later model. Both G4-G6 gelsolin structures agree
with the experimental x-ray scattering curves significantly
better than the EgAFFP model based on Ca**-bound G1-G3
domains of gelsolin (Fig. 3 B; x = 1.77 for INPH and y =
1.78 for 1H1V crystallographic models, respectively) but not
as well as the EgAFFP model based on the Ca** -free G1-G3
gelsolin structure. Distance distribution functions for G4—-G6
gelsolin domains also show smaller deviations from the ex-
perimentally derived curve as compared to the EgAFFP
model based on Ca”*-bound G1-G3 gelsolin domains but
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not when compared with the model based on the Ca®"-free
G1-G3 gelsolin structure (Fig. 4).

DISCUSSION

We have previously cloned and expressed a functional three
domain EgAFFP and demonstrated that this protein has two
actin-binding sites and is regulated by calcium (30). To un-
derstand how this protein functions and is regulated by
calcium, we started its structural characterization. Our attempts
to solve its structure by x-ray crystallography have not been
successful so far due to problems with protein crystallization.
Therefore, we have used the alternative approaches of SAXS
studies and molecular homology modeling to obtain struc-
tural information on EgAFFP.

Overall SAXS results (Ry, Diyax, and DR models) indicate
that EgAFFP in solution both in the presence and in the
absence of Ca®" is an asymmetric elongated protein. This is
in agreement with the homology model based on the Ca®*-
free gelsolin structure (PDB id 1DON) in which domains E1
and E3 are gathered at one side of the protein, forming an
intimate contact through a continuous 3-sheet, whereas E2 is
relatively apart from them, on the other side. Small differ-
ences in R, and Dy, between the SAXS measurements and
the homology model are probably due to subtle variations in
position and orientation of the three distinct domains and
their connecting loops in the model.

Comparison of x-ray data obtained in the absence and in
the presence of Ca>" indicates that Ca®" does not signifi-
cantly change x-ray scattering curves, rendering practically
identical radii of gyration, maximum dimensions, and overall
shapes of the protein in both Ca®*-free and Ca®"-bound
states. This is surprising, since the homologous six domain
protein, gelsolin, is known to suffer drastic domain shifts
upon interaction with Ca’" alone (53-56) or with Ca®" and
actin (38). As a consequence, EgAFFP homology models
based on these two different structural templates (Ca® " -free
gelsolin and Ca? " /gelsolin:actin complex, domains G1-G3)
have very different molecular shapes (Fig. 2). However, only
one of them (the Ca’ " -free gelsolin-based model) is in
agreement with the experimental SAXS data measured from
the EgAFFP samples both in the absence and in the presence
of Ca®™, suggesting that addition of Ca®" alone is not suf-
ficient to promote conformational changes in EgAFFP similar
to those observed in the Ca® " -bound N-terminal half of gelsolin:
actin complex.

EgAFFP is more similar to the N-terminal half (36% of
identical residues and 58% of conserved residues) than to the
C-terminal half of gelsolin (29% of identical residues and
43% of conserved residues). Therefore, the G1-G3 gelsolin
structure (in its Ca”*-free form) was used for homology
modeling. The predicted x-ray data for G4-G6 gelsolin
structures also agree with the experimental x-ray scattering
curves but less consistently than the model based on the
G1-G3 Ca**-free gelsolin structure.

Biophysical Journal 90(9) 3216-3223
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In EgAFFP, at least one actin-binding site is known to be
Ca’* dependent (30), but apparently the mere binding of
Ca®" does not determine structural changes large enough to
be detected by SAXS. It is possible that more significant
domain shifts would depend upon actin binding to EgAFFP,
characterizing a different behavior from that of gelsolin, in
which calcium activation triggers large domain movements
both in the N- and C-terminal halves (53-59). This issue re-
mains to be experimentally addressed for EgAFFP.

In gelsolin, Ca®* activation is mediated by type 1 and type
2 Ca’*-binding sites (54). Type 1 Ca’*-binding sites are
shared between actin and gelsolin domains, allowing the
prediction that those domains will bind G-actin in a Ca®*-
sensitive matter. Type 2 Ca®"-binding sites are completely
contained within gelsolin domains, facilitating disruption of
interactions between domains to release latches and render
the activated gelsolin able to bind actin (59). Results ob-
tained through sequence alignment and the molecular
homology model (data not shown) indicate that EgAFFP
has one type 1 Ca®"-binding site, located on the first domain
(E1), and three type 2 Ca®"-binding sites, one on each do-
main. Considering this is the same organization found in each
half of gelsolin, the different EQAFFP behavior upon Ca®*
binding cannot be simply attributed to the nature of Ca’*-
binding sites.

It has been shown that an acidic pH could induce con-
formational changes in gelsolin similar to those predicted to
occur upon Cca’t binding (60). Therefore, we cannot discard,
at least formally, the hypothesis that the conformational
differences between Ca”*-bound EgAFFP and Ca”*-bound
gelsolin are due, at least to some extent, to differences in pH
conditions in which EgAFFP SAXS measurements (this
work) and gelsolin crystallization (38) were performed. It
would be possible that gelsolin crystallization at an acidic pH
(4.7) could have induced the large conformational change
observed in its N-terminal (G1-G3) domains.

In conclusion, based on the low resolution ab initio struc-
tures and the Ca>*-free homology model, we can infer that
EgAFFP is a compact protein very similar to the N-terminal
half of Ca®>*-free gelsolin. In contrast to what has been de-
scribed for six domain members of the gelsolin family, the
addition of Ca®" does not result in major conformational
changes in EgAFFP, suggesting a distinct functioning mech-
anism for three domain members of the gelsolin family.
Subtle structural changes of regulatory relevance upon Ca”*
binding are likely to occur, but their study will possibly
require EgAFFP crystallization. It also remains to be clarified
how actin-binding would affect EGAFFP conformation and
how EgAFFP binds to and severs F-actin.
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Abstract

Receptor-like protein tyrosine phosphatases generally contain one or two conserved intracellular catalytic domains with a con-
served sequence motif ([I/VIHCXAGXXR[S/T]G), a single transmembrane domain, and an external highly variable part. Here, we
describe cloning of the intracellular catalytic domain of the rat protein tyrosine phosphatase 1 (rPTPnCD) into pET28a(+) vector,
its expression in Escherichia coli, purification and initial characterization. The purification of Hiss-tagged rPTPnCD to near homo-
geneity was achieved by a combination of affinity and size exclusion chromatography. The His-tag was subsequently removed by
thrombin digestion. PhastGel IEF electrophoresis demonstrated that the isoelectric point of this 41 kDa Hise-tag free recombinant
protein was 7.3, which is just slightly higher than the theoretically predicted value of 7.2. To assess the functionality of the rPTPnCD
we used the pNPP hydrolysis assay and observed that the enzyme has a specific activity of 9 nmol/min/pg. The secondary structure
and stability of the recombinant protein was also analyzed by circular dichroism and fluorescence spectroscopy. In summary, the
rPTPnCD is stable at 18 °C, properly folded, and fully active, which makes it a suitable candidate for structural and functional
studies.
© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Rat protein tyrosine phosphatases n; Intracellular catalytic domain; E. coli expression; pNPP hydrolysis assay; Fluorescence; Circular
dichroism

The balance between protein tyrosine kinases (PTKSs)
and protein tyrosine phosphatases (PTPs) activities reg-
ulates the intracellular levels of protein tyrosine phos-
phorylation. The PTPs dephosphorylation of tyrosyl
residues plays, in vivo, a major role in controlling cell
activities, proliferation, differentiation, and neoplastic
transformation [1]. The PTPs represent a diverse family
of enzymes that exist in both soluble cytosolic and
receptor-like tyrosine phosphatase (RPTP) forms. Gen-
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erally, the RPTPs contain one or two conserved intracel-
lular catalytic domains of approximately 240 amino
acids with a conserved motif ([I/VIHCXAGXXR[S/
T]G), a single transmembrane domain, and an external
segment that is highly variable. This ectodomain is be-
lieved to harbor binding sites for putative physiological
ligands, although the majority of them remains un-
known [2]. Based upon their extracellular domains, the
receptor-like protein tyrosine phosphatases have been
subdivided into eight different classes constituted of var-
ious combining functional motifs such as: the immuno-
globulin (Ig)-like repeat, the fibronectin type III (FnlIII)
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repeat, the carbonic anhydrase-like domain (CA) [3],
and the Xenopus A5-like antigen (“MAM” domain) [4].

The RPTPs involved in intercellular communication
such as LAR-PTP and PTPS, bear in their extracellular
region the immunoglobulin and the fibronectin III do-
mains [5,6]. As the neural cell adhesion molecules (IN-
CAM, LI, TAG-1, Ng-CAM, Nr-CAM, and F3/F11)
[7], these receptor-like tyrosine phosphatases have been
implicated in the processes of nervous system differenti-
ation, development, and axonal guidance. The PTPy,
PTPx, and PTPA belong to a subset of adhesion-like
RPTPs which carry a third extracellular domain, the
MAM domain. These proteins intermediate cells aggre-
gation, in neurons, via homophilic interactions between
cell-cell or cell-matrix [8-10]. In the non-neural cells,
the rat protein tyrosine phosphatase n (rPTPn) gene is
engaged in the process of thyroid cells differentiation
and neoplastic cells suppression [11]. The rPTPn gene
is highly homologous to human DEP-1/HPTPn and
mouse protein phosphatase 1, Ptprj [12-15]. The protein
structure of rPTPn can be subdivided in only one intra-
cellular catalytic phosphatase domain, a single trans-
membrane domain, and eight fibronectin type IIl-like
repeats in the extracellular region [16-18]. Similar to
thyroid specific genes whose expression is induced by
TSH, rPTPn is positively regulated by thyrotropin
through the protein kinase A pathway and negatively
regulated by protein kinase C activation.

Differently from PTKs whose contribution to tumor-
igenesis is a subject of intense research, the potential role
of PTPs in malignant cell growth is yet poorly explored.
Studies involving LAR-PTP and human breast carci-
noma cells showed that overexpression of LAR-PTP
gene is able to slow down the cell proliferation rate
[19]. Likewise, the transfection of PTPa in breast carci-
noma cells also leads to growth inhibition, suggesting
that specific protein tyrosine phosphatases are playing
a suppressive regulatory role in malignant cells [20]. An-
other evidence of the involvement of PTPs in neoplastic
transformations is observed with rPTPn. A reduction in
the protein expression occurs in all oncogene-trans-
formed thyroid cell lines and is absent in highly malig-
nant thyroid cells [21]. However, it has been shown
that inhibition of the tumorigenic process is achieved
when rPTPn gene expression is reestablished. The mech-
anism involved in this process includes increasing levels
of the cell-cycle inhibitor p27"P!' protein and dephos-
phorylation of PLCyl, a substrate of DEP-1/HPTPn
[22]. More recent studies have also implicated the mouse
homologue of rPTPn, Ptprj, in susceptibility to mouse
colon cancer and missense mutations of this gene have
been commonly observed in human colon, lung, and
breast cancers [23].

Given the importance of the rat tyrosine phospha-
tases 1 and the need to further study its molecular mech-
anism of signal transduction, we aimed in this work to

establish an expression and purification system capable
of providing a large-scale quantity of the functional
intracellular catalytic domain of the rPTPn (rPTPnCD).
For this purpose, the phosphatase domain of rPTPy
gene was cloned into the expression vector pET-
28a(+). The Hisg-tagged rPTPNCD was expressed at
high levels in BL21 (DE3) and the purified protein was
obtained by a combination of metal chelate affinity
and size exclusion chromatography. The His-tag was re-
moved by thrombin cleavage. To confirm the native
conformation of the pure Hisg-tag free rPTPnCD, the
p-nitrophenyl phosphate (pNPP) hydrolysis assay was
performed, in addition to fluorescence and circular
dichroism spectroscopy studies.

Materials and methods
Cloning of the 3' end of the rPTPy gene

The expression vector pGEX-2TK (Promega) con-
taining the coding sequence of the intracellular region
(1026 bp) of rat tyrosine phosphatase n fused in frame
to glutathione-S-transferase (GST) gene was obtained
from Dr. Alfredo Fusco, Universita di Napoli “Federico
I1,”” Napoli, Italy. To isolate the rPTPn insert for clon-
ing into pET-28a(+) vector (Novagen), we digested the
plasmids with BamHI and EcoRI. The digested products
were purified by electrophoresis in agarose gel using Per-
fectprep Gel Clean-up kit (Eppendorf). The ligation was
performed overnight to BamHI-EcoRI digested pET-
28a(+) in the presence of T4-DNA ligase (New England
Biolabs). The ligated samples containing a nucleotide se-
quence coding for six histidines, placed upstream and in
frame with the rPTPnCD insert, were transformed into
chemically competent BL21 (DE3) cells. A single colony
obtained on Luria—Bertani (LB)—kanamycin plates was
then selected and grown for sequencing using ABI
PRISM 377 DNA Sequencer (AB Applied Biosystems)
and for preparation of glycerol freezer stocks.

Expression of Hiss-tagged rPTPy catalytic phosphatases
domain

BL21 (DE3) cells harboring the plasmid containing
the rPTPnCD insert were grown overnight in 100 ml
LB medium supplemented with 30 ug/ml kanamycin.
After growth at 37 °C, the pre-culture was used to inoc-
ulate 500 ml of 2x YT media plus kanamycin in a flask
and the cells were grown at 30 °C under continuous
shaking, until the absorbance at 600 nm reached 0.6
0.8. At this point, 0.5 mM isopropyl-B-p-thiogalactopy-
ranoside (IPTG) was added to induce rPTPnCD expres-
sion and cells were incubated at 30 °C for 1-6 h. The
induced bacteria were harvested by centrifugation at
6000g in a Sorvall RC-5C Plus centrifuge at 4 °C for
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20 min. Then, cell pellets were frozen in liquid nitrogen
and stored at —80 °C.

Purification of recombinant rPTPyCD and thrombin
treatment

Prior to purification, bacterial pellets from 5 L of cul-
ture were thawed and resuspended in 100 ml of lysis buffer
(50 mM sodium phosphate buffer at pH 7.8; 100 mM
NaCl; 10% glycerol; 10 mM imidazol; 2 mM B-mercap-
toethanol) containing 1 mM PMSF and 0.5 mg/ml of
lysozyme (Sigma). The suspension was incubated on ice
for 30 min to lyse cells. The lysate was further disrupted
by sonication at approximately 60 W for 10 x 30 s pulses
(with 1 min delay between pulses) on ice, with a 550 Sonic
Dismembrator (Fisher Scientific) to reduce viscosity.
Centrifugation was done at 14,000g for 1 h to remove
the insoluble cell debris and the clear supernatant ob-
tained constituted the crude protein preparation. The
supernatant from the above step was mixed with 20 ml
Talon Superflow resin (Clontech), pre-equilibrated with
equilibration buffer (50 mM sodium phosphate buffer at
pH 7.8; 300 mM NaCl; 10% glycerol; 10 mM imidazol;
2 mM B-mercaptoethanol), and left rotating at 4 °C for
1 h. The mixture of resin and supernatant was poured into
a ¢16/10 glass column (Amersham Biosciences) and the
flow-through of the soluble fraction was collected. The
column was connected to a HPLC AkKTA purifier (Amer-
sham Biosciences) and washed with equilibration buffer
until the absorbance reading reached the baseline. The
tightly bound proteins were eluted with elution buffer
(50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.8; 50 mM NaCl;
10% glycerol; 300 mM imidazol; 2 mM B-mercap-
toethanol) and the protein peak was collected in fractions
of 1 mleach. At this stage, the rPTPnCD was 70% pure as
judged on the basis of 15% SDS-PAGE. It was further
purified to >96% by size exclusion chromatography on a
Superdex 200 HL 26/60 column (Amersham Biosciences)
using as eluent Hepes buffer (20 mM Hepes, pH 7.8;
200 mM NacCl; 5% glycerol; and 1 mM DTT). All purifi-
cation procedures were carried out at 4 °C. The purified
protein fractions were visualized on 15% SDS-PAGE.
Soluble Hisg-rPTPNCD (molecular weight of 43 kDa)
was concentrated to 1 mg/ml and incubated, according
to manufacturer’s recommendation, with 0.5 U/ml bo-
vine thrombin protease for 1-18 h at 18 °C followed by
dialysis against Hepes buffer. The thrombin cleaved
rPTPnCD was, then, frozen in liquid nitrogen and stored
at —80 °C.

Enzymatic activity

The phosphatases activity of purified rPTPnCD was
tested in vitro by pNPP (Sigma) hydrolysis assay. The
assay was performed mixing in each microtiter well
5 ul of BSA (Sigma) solution (5 mg/ml) with different

concentrations of purified enzyme. The final volume
was adjusted to 80 pl with pNPP buffer (25 mM Hepes,
pH 7.2; 50 mM NaCl; 5 mM dithiothreitol; and 2.5 mM
EDTA). Each concentration of protein was tested in
triplicate. The blanks were prepared the same as samples
minus the enzyme. To initiate the reaction, 120 pul pNPP
(1.5 mg/ml in pNPP buffer) was added as substrate solu-
tion and the material was incubated for 5-60 min at
room temperature. The reaction was stopped by the
addition of 20 pl of 13% K,HPOQO, solution and the assay
was read against blank at 405 nm in a Spectra max
Plus*®** (Molecular Devices). To calculate the specific
activity of rPTPn we used Eq. (1), where ¢ is the extinc-
tion coefficient for pNPP (1.78 x 10* M~ cm™'). The re-
sults were expresses in nmoles/min/pg by multiplying
the outcome from Eq. (1) by a factor of 10°.

Specific activity = [(sample vol. in liters)
X (A405)]/[(e in M~" cm™)
x (pathlength in cm)
X (time in min)
x (

pg of enzyme)]. (1)

Protein concentration measurements and SDS—-PAGE

Protein concentration was determined using the Bio-
Rad protein assay according to manufacturer’s instruc-
tions (Bio-Rad Laboratories). The assay is based on the
method of Bradford [24] and uses bovine serum albumin
(Sigma) as reference standard. The SDS-PAGE of pro-
tein samples was carried out in Laemmli’s buffer [25] with
12% polyacrylamide. Electrophoresis was performed in a
Gibco-BRL Vertical Cell Electrophoresis Apparatus
(Life Technologies) together with standard molecular
mass markers (Sigma). For protein visualization, the gels
were stained with Coomassie brilliant blue R-250 (Bio-
Rad Laboratories) and distained with 10% acetic acid.

Western blot assays

The nitro-cellulose membrane, on which the purified
recombinant Hisg-rPTPnCD protein band had been
transferred, was blocked at room temperature for
1:30 h with 5% non-fat dried milk in Tris-buffered saline
(TBS, pH 8.0) and then incubated for 1 h with the Ni—
NTA AP conjugate (Qiagen). After washes in TBS con-
taining 0.05% Tween 20 (TBS-T), the membrane was
incubated with AP conjugate substrate (kit Bio-Rad
Laboratories) to visualize the reaction.

Isoelectric focusing (IEF)

Isoelectric focusing was accomplished in a PhastSys-
tem (Amersham Biosciences). The method consisted of
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three steps: In the first step the pH gradient is formed on
the PhastGel IEF media 3-9 (pH range 3-9) containing
pharmalyte carrier ampholytes; at the second step, the
samples are applied to the gel for 15V h at the voltage
of 200 V; and finally, at the third step, the proteins mi-
grate to their isoelectric points. Separations took
approximately 30 min after which the gel was stained
with 0.1% PhastGel Blue R (Amersham Biosciences)
solution in 30% methanol and 10% acetic acid. To visu-
alize the bands the gel was distained in a solution con-
taining 30% methanol and 10% acetic acid until the
background was clear.

Circular dichroism spectroscopy

Purified rPTPnCD, with His-tag removed by throm-
bin treatment was dialyzed against 5 mM phosphate
buffer, pH 7.8; 12.5mM NaCl; 0.25mM DTT. CD
spectra were measured in a quartz 1 mm path length
cuvette at 18°C and protein concentration of
0.08 mg/ml, using a Jasco J-720 spectropolarimeter
(Jasco). The protein far-UV spectra were recorded over
a wavelength range of 190-250 nm by signal averaging
of 64 spectra. The instrument was set at scanning
speed of 100 nm/min and step resolution of 1 nm.
The secondary structure content of the protein was
monitored following the 208 nm peak during thermal
denaturation (10-80 °C) induced by a PFD-425S Pel-
tier temperature control system with a slope of temper-
ature increase of 1°C/min. CD measurements of
thermal denaturation were performed in quartz 1 mm
path length cuvettes at protein concentration of
0.08 mg/ml in the same buffer as described above.
For standardization, the baseline spectrum (buffer
alone) was subtracted from the spectra and the
results were expressed as mean residue ellipticity
[0]1=(0- MRW)/(10 - ¢ - d); where 0 is observed elliptic-
ity; MRW = protein mean weight/number of residues;
d is an optical path length in cm; and ¢ is protein con-
centration in mg/ml.

Fluorescence spectroscopy

The intrinsic fluorescence of Hisg-tag free rPTPn
CD was measured in a quartz 10 X 2 mm cuvette at
18 °C, using an K2 Multifrequency Phase Fluorome-
ter (ISS) equipped with a temperature control water
bath RTE-111 (Thermo-Neslab). Emission spectra in
the range of 300-450 nm were recorded using an exci-
tation wavelength of 280 nm. The fluorescence emis-
sion spectra of rPTPnCD at a concentration of
0.3 mg/ml were monitored at a scanning interval of
I nm and integration time of 1s. After each measure-
ment the spectrum was corrected for buffer (100 mM
Hepes, pH 7.8; 50 mM NaCl, and 1 mM DTT)
contribution.

Results and discussion

Cloning and expression of the catalytic phosphatase
domain of rPTPy in Escherichia coli

The insert coding for the phosphatase domain of
rPTPn which shows, respectively, 95 and 98% identity
to the intracellular domains of human and mouse homo-
logues (HPTPn/Ptprj), was excised with BamHI and
EcoRI from pGEX-2TK and ligated into pET-28a(+)
vector. The ligation product was then transformed into
BL21 (DE3) competent cells. To confirm the presence
of pET-rPTPn recombinant plasmids, DNA obtained
from different recombinant colonies was digested with
both restriction enzymes and examined by electrophore-
sis in 1% agarose gel. Sequencing of the cloned vectors
revealed the open reading frame (ORF) of the intracel-
lular region of rPTPn (W875-A1216) plus the expected
34 additional amino acid residues derived from pET-
28a(+) vector at its amino terminus (MGSSHHHHH
HSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGS), including
the cluster of six histidine residues for protein purifica-
tion by metal affinity chromatography.

After several attempts to determine the optimal con-
ditions for rPTPNCD expression in E. coli BL21 (DE3),
the Hisg-rPTPnCD production was optimized at 30 °C
with 0.5 mM of IPTG used for induction. Cells were
grown until their optical density reached the levels of
absorbance between 0.6 and 0.8 at 600 nm. To evaluate
the time course for rPTPNCD expression, bacteria were
harvested every hour for 6 h following induction and to-
tal cell lysates analyzed on SDS-PAGE. A band at the
expected molecular mass (43 kDa) was detected and
reached high level of expression after 3 h of induction.
This band was absent in the control total lysate of E. coli
BL21 (DE3)/pET-rPTPnCD (Fig. 1A). Since under
these conditions the recombinant protein was well
over-produced, we established an induction time of 3 h
for the large-scale production of Hisg-rPTPnCD.

Purification of Hiss-tagged rPTPyCD

The over-expressed recombinant Hisg-rPTPMCD was
solubilized in lysis buffer before sonication to reduce the
size of cell debris and nucleic acid. The clear lysate ob-
tained after centrifugation constituted the crude protein
solution and contained the Hisg-rPTPnCD soluble frac-
tion. Hisg-rPTPNCD was successfully bound to and
competitively eluted from the metal-chelating affinity
column by application of high concentration of imidaz-
ole (300 mM) in the elution buffer. The nonspecific bind-
ing of nontagged proteins was reduced by including a
low concentration of imidazole (10 mM) in the equili-
bration buffer as well as 300 mM NaCl to prevent unde-
sirable ionic interactions. The purification yielded
significant amount of protein with considerable enrich-
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Fig. 1. Hisg-rPTPnCD expression and purification. (A) SDS-PAGE was carried out on a Mini V8-10 Vertical Gel Electrophoresis Apparatus (Life
Technologies-Gibco-BRL) and proteins detected by Coomassie brilliant blue staining. Lane 1, molecular weight standards: 67.00 kDa, bovine serum
albumin; 45.00 kDa, egg albumin (Sigma); lane 2, total lysate of control BL21 (DE3) culture before induction with IPTG; lanes 3-8, total lysate of
BL21 (DE3) culture 1, 2, 3, 4, 5, and 6 h, respectively, after IPTG addition. Black arrow indicates a band of approximately 43 kDa corresponding to
Hise-rPTPnCD. (B) HPLC elution profile of gel filtration chromatography of Hisg-rPTPnCD with two major protein peaks, P1 and P2, and
Superdex 200 HL 26/60 column calibration with ferritin (440 kDa), catalase (232 kDa), albumin (67 kDa), ovalbumin (43 kDa), and
chymotrypsinogen A (25 kDa) (Amersham Biosciences). (C) SDS-PAGE analysis of gel filtration chromatographic peaks. Lane 1, molecular
weight standards: 45.00 kDa, albumin from egg; 30.00 kDa, carbonic anhydrase (Sigma); lane 2, pool of Hissg-rPTPnCD after affinity
chromatography injected on the Superdex 200 HL 26/60 column (Amersham Biosciences); lane 3, gel filtration peak P1, consisting of only protein
contaminants; and lane 4, peak P2, containing the purified Hisg-rPTPnCD of about 43 kDa (arrow).

ment of the Hisg-rPTPCD. Peak protein fractions from
the chromatographic separation were resolved by SDS—
PAGE and showed approximately 70% purity (Fig. 1C).
To remove the rest of the contaminants, the affinity
purified Hisg-rPTPnCD was submitted to gel filtration
chromatography. In order to determine the molecular
size of the eluted protein, the Superdex 200 HL 26/60
column was previously calibrated with standard proteins
(Amersham Biosciences) and the calibration curve
established by relating their elution volume data to a
molecular size parameter, Stokes’ radius (Rs). Hisg-
rPTPnCD and the ovalbumin marker have the same
molecular mass of 43 kDa and elute from the column
with Rs of, approximately, 2.97 and 3.05 nm, respec-

Table 1
Purification protocol of rPTPn from 1 L culture

Yield (mg)*

Fraction (%) Total protein

I 10.0° 100
I 4.0° 40
111 3.5° 35

Note. 1, His-rPTPn protein after imidazole elution; II, His-rPTPn
protein after gel filtration; I11, rPTPn protein after thrombin cleavage.
#Yield was determined using the Bio-Rad protein assay based on the
method of Bradford, and corresponded to °His-tagged rPTPn or “His-
tag free rPTPn.

tively, suggesting that Hise-rPTPnCD eclutes from the
gel filtration column as a monomer. SDS-PAGE analy-
sis of the purified protein indicates that the preparation
was more than 96% pure (Figs. 1B and C). The efficien-
cies of affinity and gel filtration purifications are shown
in Table 1. The total protein yield at the last purification
step was around 4 mg/L of cell culture.

Thrombin treatment of purified Hiss-rPTPnCD

The amino acid sequence LVPRGS is the target for
thrombin and the cleavage site is the peptide bond be-
tween the amino acids R and G. Thus, digestion of the re-
combinant protein by thrombin resulted in elimination of
17 amino acid residues, MGSSHHHHHHSSGLVPR, at
the amino terminus of Hisg-rPTPnCD, including the
Hisg-Tag sequence that was not encoded by the BamHI-
EcoRI fragment (W875-A1216). Complete thrombin
digestion occurred after the first hour of incubation at
18 °C. A single protein band with a molecular mass of
approximately 41 kDa can be visualized at the SDS-
PAGE (Fig. 2A). The Hisg-tag removal from the recombi-
nant protein was also observed by PhastGel 8-25% native
PAGE followed by Western Blot assay where Hisg-
rPTPnCD but not rPTPnCD was recognized by Ni—
NTA AP conjugate (Fig. 2B).
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Fig. 2. Thrombin protease treatment of Hisg-rPTPNCD. (A) SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis. Lane 1, molecular weight standard:
67.00 kDa, bovine serum albumin; 45.00kDa, egg albumin;
30.00 kDa, carbonic anhydrase (Sigma); lanes 3, untreated Hiss-
rPTPnCD after 18 h incubation at 18 °C, showing a band of
approximately 43 kDa (arrow); lanes 2 and 4-6, Hisg-rPTPnCD after
thrombin treatment for 1, 3, 6, and 18 h at 18 °C. The arrow head
indicates a band of approximately 41 kDa corresponding to Hiss-tag
free rPTPNCD. (B) Lanes 1 and 2, PhastGel gradient 8-25% native
PAGE of purified Hisg-rPTPnCD untreated and treated with 0.5 U of
thrombin/100 pg of recombinant protein for 18 h at 18 °C, respec-
tively; lanes 3 and 4, the same gel transferred onto nitro-cellulose
membrane prior Coomassie blue staining. The Western blot was
performed using Ni-NTA coupled to calf intestinal alkaline phospha-
tase to detect recombinant Hisg-rPTPnCD (lane 3).

Isoelectric focusing and phosphatase activity of
recombinant rPTPnCD

The isoelectric point and enzyme activity of recombi-
nant rTPTPnCD were measured as described in the
Materials and methods. The p/ was found to be 7.3
which was just slightly higher than the value predicted
theoretically for thrombin treated rPTPn by the ProtPa-
ram tool (pI =7.2) [26].

The biological activity of rPTPnCD was accessed by
measuring the ability of the protein to hydrolyze p-nitro-
phenyl phosphate. This reaction releases a yellow col-
ored compound, p-nitrophenol, which absorbs at
405 nm. The purified Hisg-tag free rPTPnCD, subjected
to pNPP hydrolysis assay, showed phosphatase activity
for pNPP in a dose-dependent manner, whereas the con-
trol failed to exhibit phosphatase activity (Fig. 3). In the
assay, pure rPTPnCD (0.12 and 0.25 uM) showed a
time-dependent increase in release of p-nitrophenol
and phosphate up to 60 min. Based on these results,
the mean rPTPnCD specific activity was calculated to
be 9 nmol/min/pg suggesting that after purification
and thrombin treatment rPTPnCD maintains its native
structure and remains intact, with no signs of proteolytic
degradation which could occur during the Hise-tag
cleavage procedure. The experimentally determined
rPTPnCD specific activity is in the same range as the
previously reported activities for PTPu [27], PTPa [28]
and for commercial preparations of recombinant PTP-
B1 [29] and SHP2 [30].
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Fig. 3. rPTPnCD specific activity. The purified recombinant
rPTPnCD was assayed in triplicates for phosphatase activity toward
a substrate, pNPP, at two enzyme concentrations (0.12 and 0.25 pM)
and different incubation times (5-60 min). The activity (free phosphate
release) is expressed as A49s. Samples containing no enzyme were used
as negative control (filled circles).

Circular dichroism and fluorescence spectroscopy

The secondary structure of rPTPnCD was investi-
gated by CD and fluorescence measurements. The far-
UV CD spectrum at 18 °C displayed two negative bands
at 222 and 208 nm and a positive band near 195 (Fig.
4A). Analysis of the spectrum were done using Dichro-
web [31] with the programs SELCON3 [32], CONTIN
[33], and K2D [34]. The amount of a-helix and B-strands
content ranged from 25 to 37% and from 15 to 22%,
respectively. It is in a good agreement with the second-
ary structure prediction using PSIPRED (Protein Struc-
ture Prediction Server) [35] and APSSP (Advanced
Protein Secondary Structure Prediction Server) [36]
which found, respectively, for a-helix content 31-36%
and for B-strands content 14-16%. Furthermore, the
CD results are in a good agreement with published re-
ports on the crystal structures of the catalytic domains
of different members of the PTP superfamily. For exam-
ple, the structure of the membrane proximal domain
(D1) of RPTPa determined by Bilwes et al. [37] has
29.80% of a-helix and 17.88% of B-strands. Similar con-
tent of a-helices (31.65%) and B-strands (20.14%) was
found for the RPTPu D1 domain [38].

The secondary structure thermal denaturation of
rPTPNCD shows a clear transition from a stable confor-
mation to a partially denatured state, occurring between
45 and 55 degrC. The CD signal at 208 nm was monitored
from 10 to 80 °C (Fig. 4B). The temperature effect on the
rPTPnCD secondary structure started at approximately
45 °C and reached a plateau at about 55 °C. The sygmoi-
dal profile of the thermal transition is an indication of
cooperativity as well as a native-like packing of the
protein. The CD spectrum, monitored before and after
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Fig. 4. Circular dichroism analysis of recombinant rPTPnCD. (A) CD
spectra of native rPTPnCD at concentration of 0.08 mg/ml in 5 mM
phosphate buffer (pH 7.8), 12.5 mM NacCl, 0.25 mM DTT. The spectra
were recorded at 18 °C from 190 to 250 nm in a quartz 1 mm path
length cuvette using Jasco J-720 spectropolarimeter as an average of 64
scans. (B) Thermal unfolding of purified rPTPnCD. The secondary
structure content of the protein was monitored following the 208 nm
peak during thermal denaturation (10-80 °C) with a temperature slope
of 1°C/min. Measurement were carried out in a quartz 1 mm path-
length cuvette using protein at concentration of 0.08 mg/ml in 5 mM
phosphate buffer (pH 7.8), 12.5 mM NacCl, and 0.25 mM DTT.
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Fig. 5. rPTPnCD intrinsic fluorescence spectrum. At the excitation
wavelength of 280 nm and protein concentration of 0.3 mg/ml in
100 mM Hepes (pH 7.8), 50 mM NaCl, and 1 mM DTT buffer. The
emission spectra of rPTPnCD were recorded with 1 nm interval and

1 s of integration time. Experiments were carried out in a 10 X 2 mm
fluorescence cuvette, at 18 °C, and corrected for buffer contribution.

thermal denaturation, reveals clear conformational
changes in the protein secondary structure (data not
shown).

The rPTPnCD intrinsic fluorescence emission spec-
trum has a maximum fluorescence wavelength of
330 nm upon excitation at 280 nm (Fig. 5). Two spectra,
recorded in an interval of 1h, are virtually identical
which indicated that the protein is stable at 18 °C.

Conclusions

The protein tyrosine phosphatases comprehend a di-
verse family of enzymes which elicit, in different cell
types, a plethora of fundamental biological effects such
as gene expression, cell division and differentiation, and
neoplastic transformation [1]. The expression of PTPs
has been observed in various areas of the nerve system
and non-neural cells, where their functions remain lar-
gely unknown [5-10]. From previous reports, it is known
that the rat protein tyrosine phosphatases 1 gene expres-
sion inhibits the tumorigenic process in oncogene-trans-
formed thyroid cell lines [11], whereas mutations in the
human and mouse homologues HPTPy/Ptprj are related
to the susceptibility in developing colon, lung, and breast
cancers [23]. In the present paper we describe heterolo-
gous expression, purification of intracellular phospha-
tase domain of rPTPm and its characterization by
SDS-PAGE, native gel electrophoresis, analytical gel fil-
tration chromatography, far-UV circular dichroism, and
intrinsic fluorescence techniques. In addition, the enzy-
matic activity of rfPTPnCD has been tested. Taken to-
gether all the results of these investigations, we
conclude that the purified catalytic phosphatase domain
of rPTPn was properly folded, fully active, and therefore
suitable for further structural and functional studies.
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Crystallization and preliminary X-ray diffraction

studies of isoform a1 of the human thyroid hormone

receptor ligand-binding domain

Thyroid hormone receptors (TR) play critical roles in virtually all
tissues. The TR ligand-binding domain (LBD) participates in
important activities, such as transcriptional activation and repression,
through conformational changes induced by hormone binding. Two
crystal forms of isoform a1 of the human thyroid hormone receptor
LBD (hTRal1) in complex with the thyroid hormones T3 and Triac
were obtained. The hTRal-T3 complex was crystallized in a
previously unobserved crystal form (space group P2,2,2;, a = 59.98,
b =80.80, c = 102.21 A), with diffraction patterns extending to 1.90 A
resolution on a rotating-anode X-ray source, and in space group C2
(a=117.54, b= 80.66, c = 62.55 A, B=121.04°), with data extending to
2.32 A resolution. The hTRa1-Triac complex was also crystallized in
the new space group P2,2,2;, with unit-cell parameters a = 60.01,
b = 80.82, ¢ = 102.39 A; its resolution limit extended to 2.20 A on a
home source. Phasing was carried out by the molecular-replacement
method and structural refinement is currently in progress. The refined
structures may provide insight into the design of new thyromimetics.

Received 5 May 2004
Accepted 20 July 2004

1. Introduction

Thyroid hormone receptors (TRs), members of
a superfamily of eukaryotic transcription
factors, are ligand-activated transcription
factors that bind to thyroid hormone-response
elements (TREs) in the regulatory region of
target genes and mediate the biological effects
of thyroid hormones. The receptors exhibit a
modular structure with functionally separable
domains. The most highly conserved domains
are the DNA-binding domain (DBD) and the
ligand-binding domain (LBD) (Evans, 1988;
Laudet et al., 1992). The LBD participates in
several types of activity, including hormone
binding, homo- and/or heterodimerization,
molecular interactions with heat-shock
proteins and transcriptional activation and
repression (Tsai & O’Malley, 1994; Ribeiro et
al., 1995). Hormone binding induces confor-
mational changes which control these proper-
ties and influence gene expression (Tsai &
O’Malley, 1994; Ribeiro et al., 1995). Therefore,
the three-dimensional structure of a liganded
LBD is critical for understanding the structural
mechanisms of hormone action.

Thyroid hormones, namely 3,5,3'-triiodo-L-
thyronine (T3), 3,5,3',5'-tetraiodo-L-thyronine
(T4) and 3,5,3'-triiodothyroacetic acid (Triac),
play critical roles in the differentiation, growth,
metabolism and physiological function of
virtually all tissues. Two major subtypes of
thyroid hormone receptors (TRl and TRa2,
and TRB1 and TRpB2) are encoded by two

different genes (Ribeiro er al, 1995). TRal,
TRpA1 and TRB2 are ligand-binding isoforms of
TR, whereas TRa2 does not bind thyroid
hormones. Differences in affinity towards
thyroid hormones are observed amongst the
different ligand-binding isoforms. TRs mediate
distinct physiological effects owing to differ-
ences in tissue abundance and receptor-specific
activity (Forrest & Vennstrom, 2000). Studies
in patients with the syndrome of resistance to
thyroid hormones, in which abnormal TRS is
present, and with TRa1 ™'~ mice suggest that
TRa is the major TR regulating heart rate
(Johansson et al., 1998; Forrest & Vennstrom,
2000; Yen, 2001; Gloss et al., 2001). TRS is
critical in controlling hepatic cholesterol
metabolism and thyroid-stimulating hormone
(TSH) suppression, which may be because of
the high expression of TR in liver (70-80% of
total TR) and pituitary (Schwartz et al., 1992;
Wikstrom et al., 1998; Gloss et al., 2001). In
particular, TRB1 is widely distributed in the
tissues and regulates metabolic rate. Identi-
fying thyromimetics that interact selectively
with the isoforms TRwl and TRA1 may be
crucial in treating important diseases such as
obesity and lipid disorders.

The available TR structural data include rat
TRl LBD in complex with T3 (Wagner et al.,
1995) and Triac (Wagner et al., 2001) and
human TRa1 LBD (hTRa1) in complex with a
synthetic thyromimetic (Ye et al, 2003).
However, despite this previous work, the
structural basis for the selectivity of the TR
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isoforms in thyroid ligand binding is not yet
well established. To further investigate the
molecular mechanism of hTRal specificity,
X-ray crystallographic studies were recently
initiated. In this work, we report the purifi-
cation, crystallization, data collection and
molecular-replacement solutions obtained
for hTRal in complex with T3 and Triac.
Data to higher resolution than previously
published (Ye et al., 2003; Dow et al., 2003)
have been obtained, which is likely to be a
consequence of a different molecular
packing. These new studies may be impor-
tant for better understanding of the struc-
tural basis of TR isoform selectivity and for
the design of more potent isoform-specific
thyromimetics.

2. Materials and methods
2.1. Expression and purification

The human TRal LBD
including amino-acid residues Glul48-
Val410 (NCBI protein accession No.
A40917) fused in frame to the C-terminus of
a polyhistidine (His) tag was expressed in
Escherichia coli strain B834 harbouring a
pET28a(+) plasmid (Novagen), as illu-
strated in Fig. 1. A Luria Broth [LB;
1.6%(w/v) tryptose, 1% (w/v) yeast extract,
0.5%(w/v) NaCl] starter culture was inocu-
lated with a single colony of an LB-agar
culture and grown overnight at 310 K. The
initial culture was inoculated at 1% in a
major LB culture and grown at 293 K in
kanamycin medium until the Agponm reached
1.7. After this, isopropyl thio-B-p-galacto-
side (IPTG) was added to a concentration of
0.5 mM and culture growth was continued
for 6 h at 293 K.

The cells were harvested by centrifugation
and the pellet resuspended in 50 mM Tris—
HCI buffer pH 7.5 containing 150 mM NaCl,
0.05% Tween-20, 1mM phenylmethyl-
sulfonylfluoride ~ (PMSF) and 20 mM
2-mercaptoethanol. The culture was incu-
bated on ice with 0.5 mg ml~" lysozyme and
disrupted by sonication. The lysate was
centrifuged for 20 min at 14 000 rev min~"
in a Sorvall SS34 rotor at 277 K and the
obtained supernatant was incubated for
30 min with a 20-fold molar excess of T3
(Sigma) or Triac (Sigma).

To purify the holo hTRal, the super-
natant was mixed with Talon Superflow
Metal Affinity Resin (Clontech) and shaken
at 277 K for 1 h. The resin was washed twice
with 50 mM sodium phosphate buffer pH 8.0
containing 300 mM NaCl, 10% glycerol,
10 mM 2-mercaptoethanol, 25 mM imida-
zole, 1 mM PMSF and 0.05% Tween-20 and

construct

Table 1

Crystal parameters and data-collection statistics.

Values in parentheses refer to the last resolution shell

T3 complex Triac complex
Space group P2,2,2, 2 P2,2,2,
Unit-cell parameters
a(A) 59.98 117.54 60.01
b (A) 80.80 80.66 80.82
c(A) 102.21 62.55 102.39
BC) 121.04
Solvent content (%) 68.3 69.1 68.4
ASU content (molecules) 1 1 1
Resolution range (A) 31.47-1.90 (2.00-1.90) 19.92-2.32 (2.45-2.32) 48.22-2.20 (2.32-2.20)
No. images 260 77 291
No. observed reflections 323718 32461 267634
No. unique reflections 39272 18188 26000
Multiplicity 82 (7.8) 1.8 (1.7) 10.3 (11.0)
Completeness (%) 98.7 (98.9) 83.7 (87.3) 100 (100)
Ryym (%) 5.9 (38.3) 7.9 (37.5) 5.9 (37.5)
(o (D)) 7.8 (2.0) 7.7 (2.0) 112 (2.1)
hTrol N-terminal DBD hinge LBD
1 52 120 i 190 :
1483 410¢
hTrotl construct hinge LBD

Plasmid amino acids

Figure 1

Schematic diagrams of human TRa1 (hTRa1) and the construct used in the crystallographic experiments (hTRal
construct), showing the N-terminal, DBD (DNA-binding), hinge (connecting region) and LBD (ligand-binding)
domains. Numbers indicate the amino-acid positions in the receptors. The amino acids of the plasmid pET28a(+)

that is coexpressed with hTRa1 construct are shown.

twice with the same solution without Tween-
20. The protein was eluted in a single step
with 50 mM sodium phosphate buffer pH 8.0
containing 300 mM NaCl, 10% glycerol,
10 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM PMSEF,
0.05% Tween-20 and 500 mM imidazole.

After the affinity column, the fractions
were pooled and corrected for the conduc-
tivity of the initial phenyl solution. The
protein was applied onto a Phenyl SPW 8/75
(TosoHaas) column pre-equilibrated with
20 mM Na HEPES buffer pH 8.0 containing
0.5 mM EDTA, 700 mM (NH,),SO,4, 3 mM
dithiotreitol (DTT). The column was washed
with the previous solution and eluted with a
90 min 0-100% gradient of 20 mM Na
HEPES buffer pH 8.0 containing 0.5 mM
EDTA, 20% glycerol, 10% acetonitrile,
3 mM DTT at 0.75 ml min~". After this step,
the protein was loaded onto a HL Superdex
200 or 75 26/60 gel-filtration column
(Amersham Bioscience) equilibrated with
20 mM Na HEPES buffer pH 8.0 containing
1 mM EDTA, 3 mM DTT, 0.01% Tween-20
and 200 mM NaCl. The protein recovered
was concentrated by ultrafiltration (Amicon
Ultra 10 kDa MWCO, Millipore), resus-
pended in a solution of 600 mM NaCl and
3mM DTT and further concentrated to
10 mg ml~".

The protein content and purity of all
chromatographic fractions were checked by
Coomassie Blue-stained SDS-PAGE. The
average yield of the protein was about 6 mg
per litre of culture, with purity higher than
99%. Protein concentrations were deter-
mined using the Bradford dye assay (Bio-
Rad) using bovine serum albumin as stan-
dard.

2.2. Crystallization

Initial crystallization conditions
screened at temperatures of 277 and 291 K
by the sparse-matrix method (Jancarik &
Kim, 1991) using the macromolecular crys-
tallization reagent kits Crystal Screens I and
II (Hampton Research). In each trial, a
hanging drop of 1 pul of protein solution
containing either T3 or Triac (see §2.1) was
mixed with 1 pl precipitant solution and
equilibrated against a reservoir containing
500 pl  precipitant solution. At both
temperatures, evidence for crystals was
found in Hampton Crystal Screen I solution
No. 07, formulated with 1.4 M sodium
acetate trihydrate (NaH3;OAc) and 0.1 M
sodium cacodylate (NaCac) pH 6.5. For both
the T3 and Triac complexes, further optimi-
zation at 291 K led to crystallization condi-

were
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tions similar to those reported for human
TR LBD complexes (Wagner et al., 2001).
A reservoir solution containing 1.0 M
NaCac and 0.1 M NaH3;0Ac pH 7.2 was
mixed with protein solution in equal
amounts and equilibrated against reservoir
solution at 291 K. Well formed crystals grew
within 12-24 h.

Two different crystal forms of hTRa1 in
complex with T3 have been obtained
(Table 1). Crystals were grown under the
same crystallization conditions and exhib-
ited similar morphology (Fig. 2). In the case
of the hTRa1-Triac complex, only crystals
belonging to the previously unobserved
space group P2,2,2, were obtained, with
unit-cell parameters similar to those of the
corresponding crystal form of the hTRal-
T3 complex; however, they had a somewhat
different morphology (Table 1 and Fig. 3).

2.3. Data collection

X-ray diffraction experiments were
performed with a MAR Research
MAR?345dtb image-plate detector mounted
on a Rigaku UltraX 18 rotating-anode X-ray
generator providing Cu Ko radiation

(1.5418 A), operated at 50 kV and 100 mA
and equipped with Osmic confocal Max-
Flux optics.

To prevent radiation damage, cryocrys-
tallographic

techniques (Garman &

Figure 2
Single crystals of hTRa1 in complex with T3. Typical
dimensions are 0.5 x 0.4 x 0.3 mm.

Figure 3
hTRa1-Triac crystals measuring approximately
~0.5 mm in the longest dimension.

Schneider, 1997) were employed. Crystals
were briefly soaked in a cryoprotectant
solution containing 1.0 M NaCac, 0.1 M
NaH3;0Ac pH 7.2 and 20%(v/v) ethylene
glycol and rapidly cooled in a gaseous
nitrogen stream (Oxford Cryosystems).
Data were collected by the oscillation
method from single crystals maintained at
100 K during data collection. In all cases, the
oscillation range was 1°, with exposure times
of 6 min (T3 complex, space group P2,2,2,),
15min (T3 complex, space group C2)

Figure 4

and 20 min (Triac complex) per image
(Fig. 4).

A single data set was collected for each
crystal form of hTRa1-T3. X-ray data for
the orthorhombic crystal were collected with
a crystal-to-detector distance of 150 mm,
giving an outer edge resolution of 1.86 A.
For the monoclinic form, the crystal-to-
detector distance was set to 200 mm, with a
maximum resolution of 221 A at the
detector edge. The hTRol-Triac data set
was collected using a crystal-to-detector

A 1° oscillation frame from a cryocooled hTRa1-T3 crystal. Diffraction spots with ikl indices (—21, —28, 1),
(—21,-29,1) and (—22, —31,0) were marked at resolutions of 2.03, 2.00 and 1.88 A, respectively. The resolution

at the edge of the image is 1.87 A.

Figure 5

Stereoview of the hTRw1-T3 complex ligand-binding region. Initial 2F,,, — Fec (blue) and Fops — Feye (red)
electron-density maps were contoured at the 1.00 and 3.00 levels, respectively, around the model (C* trace,
coloured yellow). The figure unequivocally indicates the presence of the ligand. The drawing was prepared using
PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA, USA; http://www.pymol.org).
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distance of 170 mm, with an outer edge
resolution of 2.00 A.

3. Results and discussion

Data reduction was performed using
MOSFLM and SCALA (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994;
Winn et al., 1997). Crystal parameters and
data-collection statistics are summarized in
Table 1. The solvent content was calculated
using the total molecular weight of the
hTRa1 amino-acid sequence in addition to
21 amino acids from the initiation codon,
yielding a polypeptide of 284 amino acids
(MW = 32205 Da; Table 1). The correct
number of molecules present in the asym-
metric unit (ASU) was determined during
the molecular-replacement procedure.

Primary sequence search and sequence
alignments were performed using ENTREZ
and BLAST (Altschul er al, 1997). A
sequence identity of 83%, with 92% simi-
larity, resulted from the alignment of hTRa1
(Nakai et al, 1988) and human TRg
(Weinberger et al., 1986; Sakurai et al., 1990).
Thus, chain A of the corresponding dimeric
X-ray structure (PDB code 1bsx; Darimont
et al., 1998) was used as a search model
(waters, the T3 molecule and a peptide
fragment of GRIP1, a coactivator, were
excluded from the search model). It is worth
noting that the recently reported thyroid
receptor structures (PDB codes Inav and
1nax; Ye et al., 2003) could equally well be
used in this case.

Molecular-replacement calculations were
carried out using a resolution range of 10.0-
4.0 A and default parameters in the program
AMoRe (Navaza, 1994; Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994;
Winn et al., 1997). In all cases, clear solutions
were obtained for one molecule in the ASU.
A search for a second molecule was not
successful. After fitting, correlation coeffi-
cients of 60.2, 62.9 and 62.4% resulted for
hTRa1-T3 in the orthorhombic crystal
form, " TRa1-T3 in the monoclinic form and

hTRal-Triac, respectively. The corre-

sponding R factors were 41.7, 39.5 and
41.9%, respectively.

The I atoms present in the T3 and Triac
molecules provided significant anomalous
signal, except in the case of the monoclinic
form of h"TRw1-T3 complex, the data set of
which contains a smaller number of images.
Thus, to certify whether the ligands were
bound to the active sites in the three struc-
tures, the following procedure was
employed. For each complex, an initial
model was built by application of the
suitable molecular-replacement solution
(PDBSET; Collaborative Computational
Project, Number 4, 1994; Winn et al., 1997),
from which structure factors were derived
using the program SFALL (Collaborative
Computational Project, Number 4, 1994;
Winn et al., 1997). Electron-density maps
(2F s — Feae and Fgpg — Feye) wWere calcu-
lated and extended around the initial model.
The known ligand-binding region was
assessed by visual inspection using the
program O (Kleywegt et al., 2001),
contouring the 2F,ps — Fege and Fops — Feare
maps at the 1.00 and 3.00 levels, respec-
tively. This approach was successful in
clearly identifying the presence of the ligand
in all three initial structures, as expected.
Fig. 5 illustrates this result for the hTRa1-
T3 complex in the orthorhombic crystal
form. Structural refinement is in progress.
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DK41842 (to JDB). JDB has proprietary
interests in and serves as a consultant and
Deputy Director to Karo Bio AB, which has
commercial interests in this area of research.

References

Altschul, S. F., Madden, T., Schffer, A. A., Zhang,
J., Zhang, Z., Miller, W. & Lipman, D. J. (1997).
Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402.

Collaborative Computational Project, Number 4
(1994). Acta Cryst. D50, 760-763.

Darimont, B. D., Wagner, R. L., Apriletti, J. W.,
Stallcup, M. R., Kushner, P. J., Baxter, J. D.,
Fletterick, R. J. & Yamamoto, K. R. (1998).
Genes Dev. 12, 3343-3356.

Dow, R. L. et al. (2003). Bioorg. Med. Chem. Lett.
13, 379-382.

Evans, R. M. (1988). Science, 240, 839-895.

Forrest, D. & Vennstrom, B. (2000). Thyroid, 10,
41-52.

Garman, E. F. & Schneider, T. R. (1997). J. Appl.
Cryst. 30, 211-237.

Gloss, B., Trost, S., Bluhm, W., Swanson, E., Clark,
R., Winkfein, R., Janzen, K., Giles, W., Chas-
sande, O., Samarut, J. & Dillmann, W. (2001).
Endocrinology, 142, 544-550.

Jancarik, J. & Kim, S.-H. (1991). J. Appl. Cryst. 24,
409-411.

Johansson, C., Vennstrom, B. & Thoren, P. (1998).
Am. J. Physiol. 275, R640-R646.

Kleywegt, G., Zou, J.,, Kjeldgaard, M. & Jones, T.
(2001). International Tables for Crystallo-
graphy, Vol. F, edited by M. G. Rossmann &
E. Arnold, ch. 17.1, pp. 353-356, 366-367.
Dordrecht: Kluwer Academic Publishers.

Laudet, V., Hanni, C., Coll, J., Catzeflis, F. &
Stehelin, D. (1992). EMBO J. 11, 1003-1013.

Nakai, A., Sakurai, A., Bell, G. I. & DeGroot, L. J.
(1988). Mol. Endocrinol. 2, 1087-1092.

Navaza, J. (1994). Acta Cryst. A50, 157-163.

Ribeiro, R. C., Kushner, P. & Baxter, J. D. (1995).
Annu. Rev. Med. 46, 443-453.

Sakurai, A., Nakai, A. & DeGroot, L. J. (1990).
Mol. Cell. Endocrinol. 71, 83-91.

Schwartz, H. L., Strait, K. A., Ling, N. C. &
Oppenheimer, J. H. (1992). J. Biol. Chem. 267,
11794-11799.

Tsai, M. & O’Malley, B. W. (1994). Annu. Rev.
Biochem., 63, 451-486.

Wagner, R. L., Apriletti, J. W., McGrath, M. E.,
West, B. L., Baxter, J. D. & Fletterick, R. J.
(1995). Nature (London), 378, 690-697.

Wagner, R. L., Huber, B. R., Shiau, A. K., Kelly,
A., Cunha Lima, S. T,, Scanlan, T. S., Apriletti,
J. W., Baxter, J. D., West, B. L. & Fletterick, R. J.
(2001). Mol. Endocrinol. 15, 398-410.

Weinberger, C., Thompson, C. C., Ong, E. S,
Lebo, R., Gruol, D. J. & Evans, R. M. (1986).
Nature (London), 324, 641-646.

Wikstrom, L., Johansson, C., Salto, C., Barlow, C.,
Campos Barros, A., Bass, F, Forrest, D.,
Thoren, P. & Vennstrom, B. (1998). EMBO J.
17, 455-461.

Winn, M., Dodson, E. J. & Ralph, A. (1997).
Methods Enzymol. 277, 620-633.

Ye, L., Li, Y., Mellstrom, K., Mellin, C., Bladh,
L. G, Koehler, K., Garg, N., Garcia Collazo,
A. M., Litten, C., Husman, B., Persson, K.,
Ljunggren, J., Grover, G., Sleph, P. G., George,
R. & Malm, J. (2003). J. Med. Chem. 46, 1580—
1588.

Yen, P. M. (2001). Physiol. Rev. 81, 1097-1142.

1870

Nunes et al. + hTRa1 ligand-binding domain

Acta Cryst. (2004). D60, 1867—1870



Available online at www.sciencedirect.com

SCIENCE<dDIRECT®

Protein Expression and Purification 37 (2004) 443-449

Protein ‘
éixppessmn
Purification

www.elsevier.com/locate/yprep

Expression, purification, and initial structural characterization
of rat orphan nuclear receptor NOR-1 LBD domain

Guilherme Razzera®, Javier Vernal®, Rodrigo V. Portugal®, Marcos R. Calgaro®,
Pablo Fernandez®, Mario M. Zakin®, Igor Polikarpov®, Hernan Terenzi®*
& Laboratério de Expressdo Génica, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 88040-900 Floriandpolis, SC, Brazil

Y Instituto de Fisica de Sdo Carlos, USP-Av. Trabalhador Sdo-carlense 400, 13560-970 Sdo Carlos, SP, Brazil
¢ Institut Pasteur, Unite d’ Expression des Genes Eucaryotes, Institut Pasteur, 75015 Paris, France

Received 7 May 2004, and in revised form 11 June 2004
Available online 4 August 2004

Abstract

NOR-1 is an orphan member of the nuclear receptor superfamily, which includes a group of transcription factors involved in the
response to steroids, fatty acids, retinoic acids, and other lipophilic molecules. The NOR-1 subfamily (NR4), composed also of
Nurrl and Nurr77, has been implicated in cell proliferation, differentiation, apoptosis, chondrosarcomas, inflammation, and athero-
genesis. The NOR-1 receptor is an orphan ligand receptor which acts over gene transactivation. No ligands, if such in fact exist, are
known for this receptor. Recently, the three-dimensional structure of the homolog receptor Nurrl has been solved using protein
crystallography techniques. Surprisingly, the structure does not present either a typical cavity for ligand binding or a classical
co-factor binding site in the ligand binding domain (LBD). To allow for structural studies of other members of NR4 subfamily,
we have subcloned, overexpressed in Escherichia coli cells, purified, and characterized the rat orphan nuclear receptor NOR-1
LBD domain. We obtained NOR-1 LBD at a high degree of purity and with an overall yield of 3mg/L of culture media. CD spec-
troscopic analysis shows a high a-helical secondary structure content (52%), similar to that of Nurr 1 LBD three-dimensional struc-
ture. Thermal denaturation monitored by UV absorption and CD spectroscopy suggests proper folding of recombinant NOR-1
LBD.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Nuclear receptor; NOR-1 receptor; NR4 family; Expression in Escherichia coli; LBD domain

The hormone nuclear receptor superfamily includes
different proteins responsible for the direct link between
transcriptional control and physiological responses. Nu-
clear receptors (NRs) are one of the largest groups of
transcription factors [1]. The activity of many nuclear
receptors is controlled by the binding of small lipophilic
ligands that include hormones, metabolites such as fatty
acids, bile acids, oxysterols, and xeno- and endobiotics.
Several of these receptors were characterized before the
identification of their ligands and, for this reason, they

* Corresponding author. Fax: +55-48-331-9672.
E-mail address: hterenzi@ccb.ufsc.br (H. Terenzi).

1046-5928/$ - see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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were termed orphan receptors. As their natural and syn-
thetic ligands have become known, many of these or-
phans have been adopted and included in other
subfamilies [2]. The recognition of the importance of nu-
clear receptors as master regulators of gene transcription
involved in metabolic control has resulted in the inten-
sive search for novel ligands for these receptors that
might be used in preventive and therapeutic strategies
to combat common diseases such as atherosclerosis, di-
abetes, and obesity [3]. The importance of NRs in hu-
man physiology is underscored by the extensive range
of therapeutics that has been created to treat disorders
associated with dysfunctional hormone signalling [4].
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The NRs have a modular structure composed of three
conserved domains. The N-terminal AF-1 region is a li-
gand-independent domain involved in transactivation
and coactivator recruitment, which can be phosphory-
lated [4,5]; the highly conserved DNA binding domain
(DBD) is composed of two zinc fingers recognizing
specific DNA sequences [6,7]; and, finally, the ligand
binding and dimerization domain (LBD) contains a
ligand-dependent AF-2 transactivation region in its
C-terminal portion [8§].

The NR4 subfamily has been implicated in cell prolif-
eration, differentiation, apoptosis, chondrosarcomas, in-
flammation, and atherogenesis [9—13]. The receptors of
this subfamily share extensive homology in the DNA-
binding domain (DBD) and the ligand binding domain
(LBD), but diverge significantly in the N-terminal region
[14]. The first low resolution model of nuclear receptor
containing both DBD and LBD domains has been re-
cently revealed by small-angle X-ray scattering tech-
nique using synchrotron radiation [15].

The rat orphan nuclear receptor NOR-1/NR4A3 and
its close relatives Nurrl and Nur77 have been shown to
play a key role in regulating expression of various genes
in hypothalamic—pituitary—adrenal axis. The NOR-1
and Nur77 amino acid sequence homology and the anal-
ysis of the trans-activation properties of NOR1 demon-
strated that the overall structural and functional
organization of the two proteins is similar [16]. Cortico-
tropin-releasing hormone treatment of adrenal and pitu-
itary cells induces NOR-1 and Nur77 expression,
exemplifying their role in steroidogenesis. In accordance
with the role of NOR-1 in inflammation and carcinogen-
esis, NOR-1 is activated by the anti-cancer and anti-in-
flammatory drug 6-mercaptopurine [4]. It was
demonstrated that NOR-1 mediates transcription and
co-factor recruitment operating in an AF-1 dependent
manner. Furthermore, the AF-1 domain is required
for NOR-1-dependent transactivation of target genes
[4]. This receptor is also regulated by Ca** calmodu-
lin-dependent protein kinase cascade [17] and is induced
by parathyroid hormone in osteoblasts [18].

Many agonists of NRs have been identified, such as
fatty acids, oxysterols, and bile acids, supporting the
idea that most NRs are regulated by ligands. In con-
trast, the structural studies of orphan members indi-
cate that various NRs like the hepatocyte nuclear
factor 400 (HNF4a), and HNF4y, although retaining
capacity to bind ligands, may not be ligand-regulated
[19,20].

The crystal structure of homologous receptor Nurrl
LBD domain was solved at 2.2 A resolution [21]. Two
distinct features differ Nurrl LBD domain from the
characteristic canonical fold of other NR LBDs. The
Nurrl LBD domain contains no ligand binding cavity
as a result of the tight packing of side chains of several
bulky hydrophobic residues in the region normally occu-

pied by ligands. In addition, this LBD lacks a classical
binding site for coactivators [21]. Other members of
NR4 subfamily were not structurally characterized up
to date [5].

To investigate the structural features of another NR4
subfamily member, we have subcloned, expressed, puri-
fied, and partially characterized the NOR-1 LBD do-
main. Here, we present the results of NOR-1 LBD
purification and initial structural characterization,
which confirms its proper folding, and provides the basis
for further structural studies.

Materials and methods
Construction of pGEX-LBD vector

A fragment of 768 bp corresponding to the rat LBD
domain of NOR-1 (amino acids 380-628) (Accession
No. P51179) was amplified by PCR using rat NOR-1
cDNA as template and two synthetic oligonucleotides
(LBDfor and LBDrev) as primers. The following oligo-
nucleotides were used for PCR amplification of LBD:
LBDfor, 5-CCTGAATTCCCAAAGAGCCCACTAC
AA-3" (EcoRl); LBDrev, 5'-TTCGAATTCTCAGAA
AGGCAGGGTATC-3' (EcoRI), containing the restric-
tion sites indicated. The resulting fragment was digested
with EcoRI and ligated into the pGEX-2T —128/129
vector [22] previously digested with the same enzyme.
The fragment was inserted downstream and in-frame
with the glutathione S-transferase (GST) coding se-
quence plus a sequence of 18 amino acids corresponding
to the BamHI restriction site, a FLAG peptide, and an
HMK (heart muscle kinase) recognition site (GS-DY
KDDDDKARRASYV) followed by glutamic acid and
phenylalanine residues [22], and the construct was veri-
fied by DNA sequencing. Escherichia coli strain DH5a
was transformed with the obtained plasmid (named
pGEX-LBD) to overexpress NOR-1 LBD.

Expression and purification of NOR-1 LBD domain

The LBD domain (30,138.5Da) corresponding to
amino acid residues 380-628, including the FLAG pep-
tide (in italic):

(gsdykddddkarrasvefPKSPLQQEPSQPSPPSPPICM
MNALVRALTDATPRDLDYSRYCPTDQATAGTD
AEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKE
DQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTAEDKFVFCNG
LVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDI
QALACLSALSMITERHGLKEPKRVEELCNKITSS
LKDHQRKGQALEPSEPKVLRALVELRKICTQGL
QRIFYLKLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF) was ex-
pressed in E. coli and purified. The DH5a bacteria cells
were transformed with pGEX-LBD, grown in Luria—
Bertani (LB) medium supplemented with ampicillin at
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Table 1
Purification protocol of NOR-1 LBD from 1L culture

Fraction Yield (mg)* Recovery (%)
I 19.2° 100

10 11.5° 59.8

11 3.25¢ 16.9

v 3¢ 15.6

Note. 1, GST-NOR-1 LBD protein before GSH elution; II, GST-
NOR-1 LBD protein after first elution with GSH; III, NOR-1 LBD
protein after thrombin treatment; and IV, NOR-1 LBD protein puri-
fied after second elution with GSH.

# Yield was calculated from densitometric scanning of stained gels,
and corresponded to °GST-NOR-1 LBD or °NOR-1 LBD.

0.1mg/ml, to an absorbance of 1.7 at 600nm, and were
then induced with 1.0mM isopropyl-B-D-thiogalacto-
pyranoside (IPTG) for 16h at 37°C under good aera-
tion. Cells were harvested by centrifugation at 6000g.
The pellet from 1000ml of culture was suspended in
20ml of phosphate-buffered saline (PBS) with SmM di-
thiothreitol (DTT) and protease inhibitor cocktail
(Complete, Mini, Boehringer—-Mannheim). The cells
were disrupted by gentle sonication (4 cycles/20s) in
ice, Triton X-100 was added to a final concentration
of 1% and the suspension was centrifuged for 20min
at 15000g. The supernatant was incubated for 90min
at 4°C with 2ml of glutathione-Sepharose (GSH-
Sepharose, Amersham). The resin was washed with 30
volumes of PBS (phosphate-buffered saline). The fusion
protein was eluted with 10ml of 10mM reduced gluta-
thione. The eluted fraction was concentrated by ultrafil-
tration on Amicon Membranes (Millipore) and the
buffer was changed for cleavage with thrombin protease
in the same concentrator tube (50mM Tris—HCI, pH 8,
150mM NaCl, 2.5mM CaCl,, and 5mM DTT). In this
manner, free GSH was eliminated. The fusion protein
was digested with thrombin (1 U thrombin/100 pg fusion
protein) in a reaction mixture containing S0mM Tris—
HCI, pH 8, 150mM NaCl, 2.5mM CacCl,, and 5SmM
DTT, for 20h at 4°C. The cleaved GST-LBD protein
was incubated for 2h at 4°C with 2ml of glutathione—
Sepharose and the eluted fractions were collected. The
concentration of protein was estimated by the Bradford
method [23]. Fractions corresponding to each purifica-
tion step were analyzed by SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate—gel electrophoresis) [6]. The gel was stained with
Coomassie brilliant blue R-250. The fusion protein
GST-LBD and LBD were quantified by densitometric
scanning of the gel shown in Fig. 2, using protein con-
centration in the final purified sample estimated by the
Bradford method as the standard (see also Table 1).

NOR-1 LBD N-terminal sequencing

NOR-1 LBD protein was separated by SDS-PAGE
and blotted onto a polyvinylidene fluoride (PVDF)

membrane. The protein band was excised and subjected
to N-terminal protein sequencing by sequential Edman
degradation (Applied Biosystems Procise Sequencer).

Mass spectrometry

Mass spectra were obtained by using a protein
biochip technology from Ciphergen (SELDI: Surface
Enhanced Laser Desorption/Ionization).

Circular dichroism spectroscopy

Circular dichroism (CD) spectra were measured be-
tween 4 and 80°C in a Jasco J-715 spectropolarimeter
equipped with a peltier unit. The a-helical content of
the protein was monitored following the 222nm peak
during the thermal denaturation. All measurements
were converted to molar ellipticity. The far-UV spectra
of LBD protein were measured over a wavelength range
of 190-240nm as an average of 5 spectra with 100 nm/
min scan speed and a step resolution of 0.1 nm. Temper-
ature increase slope was 1°C/min. All measurements
were carried out in a 0.1 mm path-length cuvette using
protein at a concentration of 10puM in PBS buffer with
NaCl concentration adjusted to 17mM. Blank was sub-
tracted from all spectra. The Bradford method [23] was
used to determine the protein concentration using
bovine serum albumin as the standard.

Denaturation under UV monitoring

The analysis was carried out at 55°C using a spectro-
photometer Ultrospec 3100 pro (Amersham) at 280 nm
and monitoring the signal between 0 and 2.5h. The
experiment was performed in triplicate [24].

Results and discussion

NOR-1 LBD domain (DNA sequence corresponding
to amino acids 380-628 in full-length NOR-1) was am-
plified by PCR and subcloned in vector EcoRI site for
expression in pGEX-2T 128/129 as a fusion protein with
GST (Fig. 1A). The resulting plasmid of 5754bp was
named pGEX-LBD. The construct was checked by
DNA sequencing of both strands. Alignments (Clustal
W 1.82) of the NR4 subfamily LBD domains showed
a high degree of similarity between NOR-1 and
Nurrl (63%) and between NOR-1 and Nur77 (54%)
(Fig. 1B). The three-dimensional structure of Nurrl
LBD was already described [21]. This nuclear recep-
tor is active in the absence of ligands, and its ligand
binding pocket (LBP) is blocked by bulky residues,
conserved in the three NR4 family members [21].
The coactivator interaction surface observed in Nurrl
is also different to other nuclear receptor members,



446

G. Razzera et al. | Protein Expression and Purification 37 (2004) 443449

Thrombin
BamHI 930
Enterokinase
HMK

EcoRI 978

NOR-1 LBD

orn
B
NOR-1_LBD PKSPLQQEPSQPSPPSPPICHMNALVRALTDATP--RDLDYSRYCP-TDQATAGIDARHV 436
Nurrl_ LBD PSKPKS--PQDPSPPSPPVSLISALVRAHVDSNPANTSLDYSRFQANPDYQMSCDDTQHI 403
Nur?7_LBD —----mmm-eee- PDASPTNLLTSLIRAHLDSGPNTAKLDYSKFQELVLPRFGREDAGDV 402
- :-' .:.:':.' ': w _"":: . ’: -t
NOR-1_LBD QQPYNLLTASIDV WABKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTABDKFV 496
Nurrl LBD QQFYDLLTGSHEI AEKIPGFADLPKADQDLLFESAFLELFVLRLAYRSNPVEGKLI 463
Nur?77_LBD QQFYDLLSCGSLDV! AERIPCFIELSPCDQDLLLESAFLELFILRLAYRSKPCECKLI 462
"":IQ:.'._: T AXTTTRTER :'. =% ":""'tf’:"-: tt:. "'::
NOR-1_LBD FCNCLVLHRLQCLRGFGEVLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMITERHCLKEPKR S$56
Nurrl LBD FCHGVVLHRLQCVRGFGEVIDSIVEFSSNLQNMNIDISAFSCIAALAMVTERHGLKEPKR $23
Nur77_LBD FCSCLUVLHRLQCARGFGDUIDNILAFSRSLHSLGUVDVPAFACLSALVLITDRHGLQDPRR 522
*!.!:***f't? 1*‘2%’:7:!.‘8‘ Tr o Eio: s ocdiis 1::*::7, ::*:?1’7'::*:’
NOR-1_LBD VEELCNKITSSLKDHQ--RKCQALEPS-EPKVLRALVELRKICTQCLQRIFYLKLEDLYS 613
Nurrl_LBD VEELQNRIVNCLKDHVTFNNGGLNRPNYLSKLLGKLPELRTLCTQGLQRIFYLKLEDLVP $83
Nur77_LBD VEELQNRIASCLKEHMAAVAGDPQPASCLSRLLGKLPELRTLCTQGLQRIFCLKLEDLYP S82
TreY ?:*"'QQ:* * ::* * f?*‘:**,??f*** ,ff,?**‘
NOR-1_LBD PPSVIDKLFLDTLPF 628
Nurrl_LBD PPAIIDKLFLDTLPF 598
Nux?7_LBD PPPIVDRIFMDILSF $97

*E_cirkk.rer >

Fig. 1. (A) Schematic diagram of pGEX-LBD plasmid. (B) Amino acid sequence alignments between LBD domains of NR4 subfamily (Rat NOR-1,
Nurrl, and Nur77). Boxed residues indicate the coactivator interaction surface described for Nurr-1.

and involves residues R418 and F439 (Fig. 1B, amino
acid residues indicated in boxes). In NOR-1 LBD,
R418 is conserved, however F439 is substituted for
isoleucine, suggesting a functional or structural role
for this region [21] (Fig. 1B).

Expression and purification of recombinant NOR-1 LBD

Several different conditions for expression of NOR-1
LBD cloned in pGEX-2T vector were tested. Initially,
the induction period of fusion protein synthesis (GST-
LBD) upon addition of IPTG was analyzed. The fusion
protein was best produced after overnight incubations,
particularly NOR-1 LBD was obtained at higher con-
centration from cultures induced at 1.7 O.D. at
600nm. In this growing phase (stationary phase), E. coli
was already shown to produce GST fusion proteins at

high yields [25]. The bacterial lysate, after clarification
by centrifugation, was incubated with GSH-Sepharose.
The resin was then washed until no protein was found in
the eluate (Fraction I, Table 1). The fusion protein
bound to the resin was eluted with a 10mM GSH
solution (Fraction II, Table 1) and then it was treated
with thrombin (Fraction III, Table 1). The optimal con-
dition for cleavage was 20h at 4°C. Highly pure (at least
90%) NOR-1 LBD (Fraction 1V, Table 1) was obtained
(Fig. 2A). The yield, of GST-NOR-1 LBD, NOR-1
LBD after thrombin cleavage, and NOR-1 LBD after
second GSH-Sepharose incubation are shown in Table
1. The protein yield at the last purification step was
3mg/L of cell culture. The overall recovery was approx-
imately 15% (Table 1), and the protein remained intact,
without proteolytic degradation occurring during the
purification procedure.
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Fig. 2. (A) SDS-PAGE of NOR-1 LBD purification steps. Lanes: 1, proteins bound to glutathione-Sepharose before elution with reduced
glutathione; 2, GST- NOR-1 LBD after elution from the column with reduced glutathione; 3, GST- NOR-1 LBD after treatment with thrombin; 4,
NOR-1 LBD eluted from the second glutathione-Sepharose step; 5, proteins bound to second glutathione-Sepharose step after elution of NOR-1
LBD; and 6, molecular weight markers. (B) SELDI analysis of GST, GST-NOR-1 LBD, and NOR-1 LBD.

Characterization of purified recombinant NOR-1 LBD

The purified fraction was checked by N-terminal se-
quencing and mass spectrometry (Fig. 2B). Both meth-
ods confirmed the absence of contaminants, and also
the coincidence between theoretical predicted recombi-
nant NOR-1 LBD N-terminal sequence and molecular
weight (30,138.5Da), with that of the purified recombi-
nant protein (30,138.7Da).

Since NOR-1 LBD has no intrinsic catalytic activity,
its correct folding was checked by thermal denaturation
analysis under UV spectroscopy. We submitted NOR-1
LBD to thermal denaturation at 55°C for 2.5h. The ab-
sorbance at 280 nm was measured, and a typical increase
was detected over time. The increase in absorbance ver-
sus time followed a sigmoidal curve (Fig. 3), suggesting
an unfolding event characteristic of increased trypto-
phan residue exposure to solvent [24].

The conformation of NOR-1 LBD was investigated
by CD measurements. The far-UV CD spectrum at
4°C displayed two negative maxima at 222 and 208 nm
(Fig. 4), suggesting the presence of a-helical secondary
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Fig. 3. Temperature induced unfolding. NOR-1 LBD absorbance at

280nm versus incubation time at 55°C.

structure. Analysis of the spectrum with the software
CDSSTR [26] gives the amount of a-helical structure
of 52%, B-strands of 20%, and random coils of 28%.
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Fig. 4. CD spectrum of recombinant NOR-1 LBD domain at 10 uM,
4°C.

These data are in good agreement to that observed in the
crystal structure of a member of NR4 subfamily of nu-
clear receptors (Nurrl, PDB access 10VL), in which
the total o-helical content is about 52% [21]. CD spec-
trum at 80°C reveals a clear conformational change in
the protein secondary structure. The CD signal at
222 nm was monitored from 5 to 80°C (Fig. 5). The tem-
perature effect on the a-helical structure of NOR-1 LBD
starts at approximately 45°C and reaches a plateau at
about 55°C. The sigmoidal profile of the thermal transi-
tion is an indication of cooperativity as well as a native-
like packing of the protein.

To fully understand NOR-1 transcriptional regula-
tion, in the absence of a classical ligand binding pocket
and coactivator interaction surface, structural and bio-
chemical analyses will be necessary, and the use of high-
ly purified and properly folded NOR-1 LBD protein, as
described in this paper, would be an advantage. The

(0] (10° deg. cm? dmol ™)

-12 T T T T
20 40 60 80

Temperature (°C)

Fig. 5. Temperature induced unfolding of NOR-1 LBD. The decrease
in the 222nm CD minima is plotted against temperature (°C).

high yield and purity of NOR-1 LBD described, as well
as its proper folding, in comparison to the three-dimen-
sional structure of a member of NR4 family (Nurrl),
may be very useful to future structure-activity analysis
of this nuclear receptor; and may eventually unmask
the specific transcriptional regulation requirements in
NR4 nuclear receptor family.
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