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RESUMO

MANZINE, L. R. Identificacdo de elementos estruturais no tRNA**., determinantes da
ligacdo com proteinas. 2011. 159 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de
Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sdo Carlos, 2012.

Em Escherichia coli a formagdo e incorporagdo do aminodcido selenocisteina € um evento
cotraducional dirigido pelo cédon de terminacdo UGA e deve-se a uma complexa via de
biosintese cujas principais proteinas envolvidas sdo: Selenocisteina sintase (SELA), Fator de
elongacdo de selenocisteina (SELB), Selenofosfato sintetase (SELD), Seril-tRNA* sintetase,
um tRNA de insercdo de selenocisteina (tRNA** ou SELC) e uma sequéncia especifica no
RNA mensageiro, denominada de Sequéncia de insercdo de selenocisteina (SECIS). A
incorporacdo de selenocisteina em proteinas bacterianas inicia-se com a aminoacilacdo do
tRNA* com serina pela enzima Seril-tRNA sintetase formando seril-tRNA* que é
posteriormente convertido a selenocisteil-tRNA*® pela enzima SELA através de selenofosfato.
Dessa forma, o trabalho teve seu foco estabelecido na realizacdo de estudos bioquimicos e
biofisicos da proteina SELA e na andlise da interacdo dessa proteina com o ligante SELC para
determinacdo de parametros de ligacdo envolvidos na formacdo desse complexo. O gene
codificante para a proteina SELA foi subclonado, expresso em linhagem bacteriana
WL81460(DE3) e a proteina SELA foi purificada como descrito na literatura; entretanto, uma
nova metodologia para sua purificacdo foi desenvolvida proporcionando maior rapidez e
rendimento. Estudos de filtracdo em gel, eletroforese nativa, focalizacdo isoelétrica, dicroismo
circular, espectroscopia de fluorescéncia intrinseca e crosslinking quimico proporcionaram uma
melhor caracterizagdo da proteina SELA e consequentemente uma maior compreensdo de seu
comportamento em solucdo. Ensaios de espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia
revelaram que a proteina SELA é capaz de se associar em estruturas superiores ao estado
decamérico; essa analise pdde ser corroborada principalmente por dados de microscopia
eletrobnica empregando a técnica de negative staining. A metodologia de anisotropia de
fluorescéncia também permitiu analisar a interagdo da macromolécula SELA com o ligante
especifico SELC, bem como com outros tRNAs mutantes possibilitando a realizagcdo de um
mapeamento das regides de SELC importantes para a interacdo. Além disso, essa técnica
também foi satisfatoriamente empregada na determinacdo da estequiometria de ligacdo do



complexo SELA-SELC revelando a proporcéo de 1 molécula de SELA para 10 tRNAs, o que
contraria dados literarios publicados em 1991 e 1992.

Palavras-chave: Selenocisteina. Selenocisteina sintase. tRNA®*.



ABSTRACT

MANZINE, L. R. Identification of structural elements of the tRNA* ., determining its
protein binding. 2011. 159 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de Sé&o
Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&o Carlos, 2012.

The formation and incorporation of the amino acid selenocysteine in Escherichia coli is an
event directed by cotraducional UGA codon and involves a complex biosynthesis pathway
whose main proteins are: Selenocysteine synthase (SELA), elongation factor of
selenocysteine (SELB), Selenophosphate synthetase (SELD), Seryl-tRNA synthetase, a
selenocysteine tRNA (tRNA*C or SELC) and a specific sequence on the messenger RNA,
called Selenocysteine insertion sequence (SECIS). The incorporation of selenocysteine in
proteins of bacteria begins with the tRNA**® aminoacylation with serine by the enzyme Seryl-
tRNA synthetase resulting in seryl-tRNA>** which is subsequently converted to selenocysteyl-
tRNA*® by the enzyme Selenocysteine synthase (SELA). The selenium used in the
conversion reaction is provided by Selenophosphate synthetase as selenophosphate and
finally, the selenocysteyl-tRNA*C is delivered by the factor SELB to the ribosome. The
present study focused on biochemical and biophysical studies of SELA protein and analysis
of its interaction with the specific ligand (SELC) for determination of binding parameters
involved in the formation of the complex. The gene coding for SELA protein was subcloned,
expressed in WL81460(DE3) bacterial strain and the protein was purified as described in the
literature; however a new, faster and more efficient method for its purification was developed.
Studies of gel filtration, native gel electrophoresis, isoelectric focusing, circular dichroism,
intrinsic  fluorescence spectroscopy and chemical crosslinking provided a better
characterization of SELA protein and a greater understanding of its behavior in solution.
Analysis of fluorescence anisotropy spectroscopy revealed that SELA was able to associate in
a supramolecular state. This analysis was mainly corroborated by data from electron
microscopy employing negative staining technique. Fluorescence anisotropy methodology
allowed us to analyse the interaction of SELA protein with the specific ligand SELC, as well
as with others mutated tRNAs enabling a mapping of important regions in SELC for

interaction. In addition, fluorescence anisotropy technique was also successfully used in



determining the stoichiometry ratio of the complex SELA-SELC, showing a proportion of 1
molecule of SELA to 10 tRNAs, contraring to the literary data published in 1991 and 1992.

Keywords: Selenocysteine. Selenocysteine synthase. tRNA>*.
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§d])]ﬁl/ﬁ / Introducdo geral: Selénio e a via de
incorporacédo do aminoacido Selenocisteina

Neste capitulo serdo apresentados os principais topicos sobre o elemento
selénio desde sua descoberta até a via de biosintese e incorporacdo do vigésimo
primeiro aminoacido (selenocisteina) em linhagens bacterianas e eucarioticas.
Além disso, serdo destacadas enzimas e fatores participantes da via de insercédo
de selenocisteina importantes para o processo com énfase atribuida a proteina

Selenocisteina sintase e seu ligante especifico tRNA**, focos deste trabalho.
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1.1 Introducéo geral

1.1.1 Selénio

O elemento selénio (Se), nomeado em homenagem a deusa grega Selene (Deusa da
Lua) foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jakob Berzelius' enquanto examinava
sedimentos de plantas em Gripsholm na Suécia®. Até meados de 1950 o elemento selénio era
conhecido pela sua toxicidade devido ao seu aclmulo em plantas® causar aos animais
consumidores sintomas de perda de apetite, paralisia e eventual morte*. A primeira evidéncia
de envenenamento por selénio foi registrada pelo médico militar Madison em 1856 no Forte
Randall, territério de Nebraska. Madison observou enfermidades fatais em cavalos que se
alimentavam em areas préximas ao forte®.

Posteriormente, novos relatos foram divulgados a respeito da toxicidade causada pelo
selénio, até que em 1957 surgiram as primeiras evidéncias de que esse elemento poderia ser
relativamente importante para a satide humana®.

Hoje sabe-se que o elemento selénio é essencial para a nutricdo humana e de outros
mamiferos e que quantidades adequadas desse elemento sdo diariamente requeridas. A
deficiéncia moderada de selénio no organismo pode estar ligada a condicdes patoldgicas
como 0 aumento de risco de cancer e de infecgdes, infertilidade masculina, diminuicdo das
funcdes tireoidianas e imunologicas e situaces neuroldgicas severas que incluem doencas de
Alzheimer e Parkinson. Em aspectos terapéuticos, o selénio é conhecido principalmente pela
sua atividade antioxidante agindo como quimiopreventivo, antiinflamatério, e com
propriedades antivirais®.

Um exemplo interessante sobre a deficiéncia de selénio € a doenca de Keshan, uma
forma de cardiomiopatia potencialmente fatal e bastante incidente em criancas que habitam
regibes da China com niveis extremamente baixos de selénio no solo (absorcdo de menos de
10 ng/dia). Acredita-se que a infeccdo de criangas que vivem nessas regides pelo virus
Coxsackie B faz com que a viruléncia desse virus seja maior devido a falta de selénio no
organismo infantil, causando nessas criangas cardiomegalia, hipertensdo, fadiga, entre outros
sintomas”®. Extraordinariamente, essa doenca é prevenida ou completamente revertida através

da suplementacéo com selénio®®™. De acordo com o Conselho Nacional de Pesquisa Norte
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Americano, a quantidade recomendada de selénio a ser ingerida é de 55 e 70 ug/dia para
mulheres e homens adultos, respectivamente'?*2,

A porta de entrada para o elemento selénio nas dietas dos animais é através das
plantas. Estas absorvem o elemento do solo em sua forma inorgéanica, absorcdo essa que pode
variar dependendo da disponibilidade desse nutriente no solo da regido®. Nas plantas, o
selénio inorganico é convertido para compostos organicos de baixa massa molecular e
posteriormente para selenometionina e selenocisteina. A selemometionina € o selenocomposto
majoritario em gréos, legumes e soja, e é o principal precursor para a sintese de selenocisteina
em animais; outros metabdlitos de selénio, além da selenometionina, também estdo
disponiveis para esse processo™.

Diferentemente de outros elementos metalicos que interagem com proteinas na forma
de cofatores, o selénio é cotraducionalmente incorporado na cadeia polipeptidica nascente

como parte do aminoécido selenocisteina (Sec)™®.

1.1.2 Selenocisteina e Selenoproteinas

A selenocisteina é o vigésimo primeiro aminoacido descrito na literatura e presente em
um grande numero de enzimas distribuidas nas trés linhagens: eubactéria, arquea e
eucarioto™’.

Nos sistemas bioldgicos, o aminoacido selenocisteina, visto como um analogo do
aminoacido cisteina (Cys), é provavelmente a forma bioldgica mais ativa do elemento selénio.
A principal diferenca entre os aminoacidos cisteina e selenocisteina esta no fato de que em
pHs fisioldgicos, o grupo selenol (SeH) do aminoacido Sec se encontra ionizado enquanto que
o grupo tiol (SH) do aminoécido Cys encontra-se protonado, ou seja, menos reativo®® (Figura
1). Esta importante diferenca sugere que compostos contendo o elemento selénio apresentem
um maior efeito antioxidante sendo, consequentemente mais potentes como agentes

preventivos ao cancer do que analogos contendo enxofre %20,
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Figura 1 - Comparacao entre os aminoacidos selenocisteina (A) e cisteina (B). Imagens extraidas dos sites:
<http://pt.wikipedia.org/wiki/Selenociste%C3%ADna> e <http://en.wikipedia.org/wiki/Cysteine>.
Acesso em: 15 de agosto de 2011.

O grupo de proteinas que contém o aminoacido selenocisteina como parte integrante
da cadeia polipeptidica é definido como selenoproteinas, e como destacado anteriormente, as
selenoproteinas sdo encontradas em trés dominios de vida (bactérias, arqueas e eucariotos),
mas nem todas as espécies desses dominios possuem selenoproteinas. Os mecanismos de
incorporacdo de selenocisteinas em arqueas e eucariotos apresentam similaridades, mas séo
relativamente diferentes do mecanismo de incorporacéo desse aminoacido em bactérias®.

A maioria das selenoproteinas cuja funcdo é conhecida atua como enzimas de oxido-
reducdo tendo o residuo selenocisteina em seu sitio ativo. Como pode ser visualizada na
Figura 1, a estrutura quimica de Sec difere de Cys apenas pela substituicdo do atomo de
enxofre pelo selénio; entretanto, a estrutura eletrébnica do 4tomo de selénio gera o anion
selenolato, base conjugada de Sec, mais estavel do que o correspondente tiolato do residuo de
Cys; e, como dito anteriormente, o grupo selenol (pKa 5.2) é mais &cido do que o grupo tiol
(pKa 8.5), consequentemente isso faz com que o aminoacido selenocisteina encontre-se

ionizado em pHs fisioldgicos?.

1.1.3 A expansao do codigo genético

No inicio, foi relativamente dificil compreender e explicar como o aminoécido Sec era
incorporado em proteinas, pois todos os 64 codons existentes contabilizavam para os 20
aminoacidos conhecidos ou para cédons de terminacdo da traducdo®®. Em 1980, Sunde e
Hoekstra®* publicaram um estudo empregando células de figado de rato, sugerindo que a
forma inorgénica do selénio era mais facilmente incorporada na enzima glutationa peroxidase
para formar Sec do que quando se administrava selenocisteina. Esse estudo envolvendo a

enzima glutationa peroxidase, também demonstrou que a cadeia carbdnica de Sec é derivada
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do aminoacido serina®* e sugeriu, portanto, que o aminoécido Sec seria proveniente de uma
modificacdo pos-traducional do residuo de serina. Todavia, Hawkes e colaboradores®
publicaram em 1982 um estudo apresentando evidéncias da presenca de um RNA
transportador (tRNA) que se ligava ao residuo Sec. Infelizmente, os pesquisadores nédo
conseguiram identificar o anticodon desse tRNA, e consequentemente surgiram duas
hipoteses para a incorporacdo do residuo Sec em selenoproteinas: a forma de incorporacao co-
traducional, mediada por um tRNA e a forma de modificacdo pods-traducional do residuo de
serina®.

Em 1986, através do sequenciamento do cDNA da enzima glutationa peroxidase de
camundongo, foi dado o primeiro passo em direcdo ao estabelecimento do mecanismo da
incorporacdo de Sec em selenoproteinas. A sequéncia de aminoacidos da enzima do
camundongo apresentou 86% de identidade com a enzima glutationa peroxidase bovina e a
codificacdo para o residuo 47, que é uma selenocisteina na enzima bovina, correspondeu a
trinca de bases TGA na sequéncia de camundongo®®. Pouco tempo depois, uma sequéncia
TGA foi encontrada na sequéncia nucleotidica da enzima Formato Desidrogenase de
Escherichia coli (E. coli) também correspondente ao residuo Sec®. Esses estudos levaram a
concluséo de que a trinca de bases TGA (UGA no RNA mensageiro) que corresponde a um
cédon de terminacdo, especifica a incorporacdo do residuo Sec na estrutura primaria das
selenoproteinas® indicando uma expanséo do cdigo genético conhecido. No cédigo genético
contemporaneo, a maioria dos aminoacidos é codificada por trincas de bases que diferem

somente na terceira posicdo®’ (Figura 2).
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I lle ® Met | Thr Lys Asn| Arg serciy@| A
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G Val Ala Glu Gly A
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Figura 2 - Codigo genético contemporéaneo. Os cédons de iniciagcdo e terminacdo estdo representados por
pontos verdes e sinais de STOP, respectivamente. Exce¢Bes ao cddigo genético padrdo estdo
apresentadas na coluna da esquerda em verde (aminoacidos padrdo), laranja (aminoacidos ndo
padréo) e pequenos simbolos (cddons de iniciagdo e terminagdo). Os marcados em tarjas amarelas
indicam cddons ndo usados em alguns organismos. O cédon UGA representa 0 aminoécido Sec.

Extraido e modificado de ’.

Além do aminoéacido selenocisteina, 0 aminoacido pirrolisina também pode ser citado
exemplificando a expansdo do cddigo genético. A pirrolisina pode ser incorporada
cotraducionalmente em proteinas nas posicdes especificadas pelo cédon UAG, o qual também
é um codon de terminacéo (Figura 2). A incorporacao destes dois aminoacidos nas sequéncias
das proteinas pode ser tratada como uma expansdo do cddigo genético padrdo, porque para
ambos existem tRNAs cognatos especificos que reconhecem codons especificos. Entretanto,
ao contrario dos outros aminoécidos, a decodificacdo da selenocisteina requer uma

maquinaria de sintese complexa e especializada com a participacdo de fatores proteicos

diferenciados?’.

1.1.4 Biosintese do aminoacido selenocisteina

A sintese de selenoproteinas € um processo evolucionariamente conservado, porém
existem algumas diferencas marcantes no mecanismo de sua sintese entre procariotos,

eucariotos e arqueas. Entretanto, algumas caracteristicas comuns a todos esses organismos

UOpPOD Op B1}3| BlII92I3]
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quanto a incorporacdo de Sec sdo: a codificacdo desse aminoacido pelo cédon UGA em fase
de leitura, um tRNA especifico, um elemento SECIS e algumas proteinas importantes da
via®,

Estudos genéticos iniciais realizados em E. coli permitiram a identificacdo de quatro
produtos génicos designados selA, selB, selC e selD, responsaveis pela incorporacdo de Sec
em proteinas desse organismo®.

O produto do gene selC é um tRNA especifico denominado tRNA>** (tRNA de
insercdo de selenocisteina), cuja estrutura primaria é substancialmente diferente dos outros
tRNAs de E. coli®®. O tRNA*® de E. coli é o mais longo da espécie (95 ribonucleotideos) e
possui uma regido variavel formada por um total de 22 ribonucleotideos. Com base na anélise
genbmica de trés bactérias (E. coli, Bacillus subtilis e Mycoplasma capricolum) os tRNAS
candnicos contém 22 ribonucleotideos invariantes ou semi-invariantes, sendo eles: U8, Al4,
R15, G18-G19, A21, U33, R37, Y48, R52-G-U-A-C-R-A58, Y60-C-Y62 e C74-C-A¥
(Figura 3). Como pode ser visualizado na figura a seguir, a maioria desses ribonucleotideos
estdo localizados na regido angular (cotovelo) do tRNA participando na estabilizacdo da
estrutura tridimensional da molécula (formato de L). A estrutura secundaria de tRNAS
canonicos de E. coli compreende 7 pares de bases no brago aceptor, 3 a 4 pares de bases no
braco D, 5 pares de bases no braco anticodon e 5 pares de bases (pb) no braco TyC. Ambos
os bracos anticodon e TyC, contém 7 ribonucleotideos despareados enquanto que o braco D
usualmente tem de 8 a 10. Em contraste, a sequéncia primaria do tRNA de insercdo de
selenocisteina varia em relacdo aos tRNAs canbnicos nas seguintes posicdes: as posicdes 8 e
14 sdo conservadas em outros tRNAs e no tRNA* essas posicGes sdo ocupadas por outros
ribonucleotideos. O brago aceptor é estendido de 1 par de base e o brago D possui 6 pares de
bases 0 que diminui 0 nimero de bases despareadas desse braco para 4. O comprimento do
braco variavel divide os tRNAs em duas classes: 0s pertencente a classe | possuem um brago
variavel pequeno com 4 a 5 ribonucleotideos, e os tRNAs de classe 11 apresentam uma regiéo
variavel contendo de 10 a 24 ribonucleotideos. Consequentemente, o tRNA* é classificado

como um tRNA de classe 11°%.
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Figura 3 - Comparacdo entre a estrutura secundaria dos tRNAs de GIn (A) e Sec (B) de E. coli. Os

ribonucleotideos 5a e 67a no tRNA*® sdo nucleotideos extras renomeados mantendo a numeragio
padrdo. Os ribonucleotideos circulados sdo invariantes ou semi-invariantes e os ribonucleotideos em
quadrados no tRNA** indicam variagOes da sequéncia consensus candnica. Extraido e modificado

de 31

No caso do tRNA** de E. coli, estudos mostram que apenas trés interagcdes na

estrutura terciaria entre os bracos aceptor e anticodon foram identificadas®’. Além da

interacdo classica entre G19 e C56, uma nova interacao foi encontrada entre o ribonucleotideo

C16 do braco D e 0 C59 do brago TyC; mais ainda, o pareamento triplo canénico A21-[U8-
A14] foi substituido por G8-[A21-U14]* (Figura 4).
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Figura 4 -

B
Loop dosbracos
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Comparacdo entre as estruturas terciarias dos tRNAs GIn (A) e Sec (B) de E. coli. Em A, a
interagdo triplet candnica A21-[U8-Al14] esta destacada em verde. Em B, o pareamento triplo do
tRNA*® envolvendo as bases G8-[A21-U14] estd indicado por uma caixa vermelha. Extraido e

modificado de 3.
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Embora as sequéncias sejam relativamente diferentes, comparagdes podem ser feitas
entre o tRNA* de procariotos e de eucariotos em relagdo as estruturas secundarias: o
comprimento coaxial do braco TyC juntamente com o braco aceptor possui 13pb e ambos
apresentam 6 pb no brago D ao invés de 3 ou 4 como nos tRNAs candnicos?**?*°. Porém, o
brago aceptor e o braco TyC do tRNA** de eucariotos é formado respectivamente por 9pb e
4pb, enquanto que em procariotos essas mesmas regides sdo formadas por 8pb e 5pb,

respectivamente®>3* (Figura 5).
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Figura 5 - Comparacao entre as estruturas secundarias dos tRNAs Sec de E. coli (A) e de eucarioto (B). O
brago aceptor e 0 braco TyC estio destacados em vermelho. Extraido e modificado de *'.

Os genomas de mamiferos contém uma Unica copia do gene de tRNA**, que produz
duas isoformas as quais diferem uma da outra apenas pela presenca de um grupo metil na
posicdo de ligacdo do anticodon: a isoforma ndo metilada referida como mcm°U (5-
metilcarboximetiluridina) na posicdo 34 (U34) e a forma metilada referente & mecm°Um (5-
metilcarboximetiluridina-2-O"-metiluridina)®**’. A quantidade relativa e a distribuicdo destas
duas isoformas variam em diferentes tecidos e linhagens celulares®®“°. Essa modificacéo
associada a0 mem°U tem sido encontrada até agora somente em tRNA*® e sua produgdo é
atribuida a quantidade de selénio da dieta®’. Alguns estudos envolvendo camundongos
concluiram que a modificacdo U34 tem grande influéncia na regulacéo da expressao de varias
selenoproteinas de mamiferos®.

Em relacdo aos ribonucleotideos conservados, os tRNAs de eucariotos superiores

apresentam 26 ribonucleotideos invariantes ou semi-invariantes com apenas algumas
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excec¢des. Os ribonucleotideos nos quais nenhuma excecédo foi encontrada sdo: U9, Y11, G18-
G19, Pu24, Py25, Py32, Pu37, G53, U55, C56, A58 e C74-C-A*.

Devido ao fato do codon UGA presente no RNAmM representar uma dupla funcéo:
servir como cddon de terminacdo e como codon para selenocisteina (Tabela de codons, Figura
2), importantes questdes sdo levantadas sobre a distincdo entre essas duas funcGes pelo
ambiente celular. Além do tRNA®** e da presenca do codon UGA de selenocisteina em fase de
leitura no RNAm, existe outro fator determinante na leitura do codon UGA em fase no
RNAmM e que se encontra ligado a estrutura secundaria desse RNAm na forma de al¢a. Esse
fator € designado como elemento SECIS — Sequéncia de Insercdo a SElenoCisteina (SEleno
Cysteine Insertion Sequence)*®*.

O elemento SECIS se apresenta como uma estrutura em alca e esta localizado na
regido 3 -UTR (regido ndo traduzida) do RNAmM dos genes codificantes para selenoproteinas
de eucariotos*!, em alguns casos a distancia entre 0 cédon UGA e o elemento SECIS pode ser
até de algumas quilobases****. Em arqueas, 0 elemento SECIS também esta presente na
regido 3"-UTR dos genes, mas sua estrutura se diferencia da dos eucariotos®. J4 o elemento
SECIS de bactérias difere de ambas as estruturas anteriores e esta localizado em regides
codificantes de genes que codificam para selenoproteinas, imediatamente ap6s o codon
codificante para selenocisteina®.

Em E. coli, o elemento SECIS contém pelo menos 40 nucleotideos que formam uma
alca na estrutura do RNAm, entretanto, estudos mostram que apenas 0s 17pb na regido mais
superior da estrutura de alca sdo suficientes para permitir a incorporacdo do residuo de
selenocisteina em condicdes nas quais esses 17pb estéo localizados a 11pb do cddon UGA®,
como destacado na Figura 6 a seguir.

Ja em eucariotos, o elemento SECIS possue estruturas secundarias altamente
conservadas e sequéncias consenso indispensaveis para a incorporacéo de Sec *’ como: um
motivo AAR conservado com duas bases AA consecutivas ndo pareadas ou duas bases CC,
localizadas na alca apical; um quarteto de bases que ndo obedece o pareamento Watson-Crick
(A-T e C-G), apresentando um G pareado com um A no nucleo do SECIS e um A pareado
com G anterior ao nucleo do SECIS. O elemento SECIS de eucariotos pode ser classificado
em duas formas baseadas na auséncia (Forma I) ou presenca (Forma Il) de uma al¢a apical

adicional?®.
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Figura 6 - Sequéncias de Insercdo de Sec (SECIS). Em A, SECIS para eubactérias (E. coli) localizado logo
apos o cdédon UGA para Sec. Delimitado pelo retangulo em verde encontra-se a regido reconhecida
pela proteina SELB a exatamente 11 nucleotideos do codon UGA. Em B, SECIS para arqueas (M.
maripaludis) localizado na regido 3’-UTR a aproximadamente 25 nucleotideos do stop cddon. Em C
e D, SECIS para eucariotos (mamiferos) em que respectivamente é ilustrada a forma | e Il. Os
nucleotideos conservados necessarios para a fungdo do elemento SECIS incluem as bases AA ou CC
na regio do loop apical. Extraido e modificado de 2245,

Apesar da identificacdo de componentes chaves participantes da maquinaria de
incorporacdo de selenocisteina em proteinas, o mecanismo pelo qual essa incorporacdo
acontece principalmente em eucariotos, ainda ndo foi completamente elucidado. J& em

Escherichia coli, essa via de biosintese foi melhor estudada e caracterizada.

1.1.5 Incorporacéo de Sec em procariotos

As selenoproteinas mais estudadas em procariotos sao referentes ao complexo formato
desidrogenase. O formato é metabolizado por dois sistemas de enzimas alternativos que
ocorrem quando o organismo procarioto é submetido as condi¢bes anaerdbicas de
crescimento: o sistema formato-nitrato € induzido por nitrato e converte formato em CO,
através da reducdo do nitrato a nitrito; ja o sistema formato-hidrogénio liase converte o
formato a CO, e H,*®**. Essas reacOes sdo catalizadas pelas selenoproteinas Formato
desidrogenase N (FDHy) e Formato desidrogenase H (FDH,), respectivamente®.

A incorporacdo do aminoacido Sec em proteinas procaridticas comeca atraves do
carregamento do tRNA*® com o aminoacido serina realizado pela enzima Seril-tRNA
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sintetase®®. Na primeira etapa da reacdo, o aminoacido serina é adenilado pela Seril-tRNA
sintetase em uma reacdo dependente de ATP. Na segunda etapa, a enzima Seril-tRNA
sintetase transfere do residuo L-serina ativado para o tRNA®>* liberando dessa forma seril-
tRNA*® e AMP*? (Figura 7):
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Figura 7 - Reacéo de adenilagdo (A) do aminoacido serina e formac&o de seril-tRNA*® (B) em E. coli.

Em seguida, o seril-tRNA* é convertido em selenocisteil-tRNA>*® pela enzima
Selenocisteina sintase (SELA, EC 4.2.1.-), produto do gene selA**. Em vérios sistemas
bacterianos, a enzima Selenocisteina sintase mostra-se ser estruturada como um
homodecamero composto por um Unico tipo de subunidade com massa molecular de 50,6
kDa>>*®. Essa enzima contém o cofator piridoxal 5 -fosfato ligado covalentemente a sua
estrutura através de residuos de lisina e a reacdo de conversao empregando essa enzima ocorre
em duas etapas. O primeiro passo da reagdo consiste na formacdo de uma base de Schiff
(dupla ligacdo entre nitrogénio e carbono) entre o grupo alfa-amino do residuo de serina com
o grupo formil da molécula de piridoxal 5 -fosfato, resultando na desidratacdo do residuo de
serina e na formag&o de um intermediéario denominado aminoacrilil-tRNA®® **. Paralelamente
a esse processo, 0 produto do gene selD, uma enzima denominada Selenofosfato sintetase
(SELD) catalisa a formacdo de um composto de selénio reativo (selenofosfato) a partir de
seleneto e ATP®’. O seleneto ¢ obtido a partir do selenito, um sal com anion divalente (SeOs?)
ou de selenocisteinas respectivamente pelas proteinas Selenotransferases e Selenocisteina

liase que reduzem o selénio®*®, O selenofosfato formado pela reacdo da enzima SELD é a
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forma ativa do selénio que é entdo transferida para a molécula intermediaria (aminoacrilil-
tRNA**) resultando na formagdo de selenocisteil-tRNA** o qual é subsequentemente liberado
da enzima"*°. Abaixo é apresentado um esquema detalhado sobre o processo de converséo
do seril-tRNA®* para selenocisteil-tRNA*:

H
|

O piridoxal 5°-fosfato

@D &
n Complexo estavel

-

seril-tRNAse¢

= 3-
Se=PO 3

Figura 8 - Mecanismo de conversdo em E. coli do seril-tRNA** para selenocisteil-tRNA**¢ pela enzima
Selenocisteina sintase (SELA). Extraido e modificado de *.

Embora a estrutura tridimensional da enzima SELA ainda ndo tenha sido determinada,
dados de microscopia eletrdnica mostram que essa proteina apresenta simetria rotacional de

ordem cinco consistindo de cinco subunidades diméricas arranjadas ao redor de um orificio
central® (Figura 9).

Figura 9 - Imagens da proteina Selenocisteina sintase (SELA) de E. coli obtidas pela técnica de
microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) por negative staining. Para obtencdo das
imagens foram utilizados como marcadores acetato de uranila (A, C, D) e oxalato de uranio (B).
Em A, vista frontal da proteina SELA, ilustrando a simetria encontrada. Em B, vista lateral,
ilustrando uma subunidade dimérica. Em C e D, vista frontal e lateral respectivamente da proteina
SELA ligada ao composto intermediario aminoacrilil-tRNA*. Extraido de ©.
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Estudos de cromatografia liquida de exclusdo molecular® e microscopia eletrdnica®
da proteina SELA complexada com seu ligante seril-tRNA*, revelam que uma molécula do
seril-tRNA*® se liga a cada subunidade dimérica da proteina SELA, ou seja, uma
estequiometria de 5 moléculas de tRNA para um homodecamero.

A partir da formagcao do selenocisteil-tRNA**, inicia-se o processo de elongagdo, onde
normalmente em E. coli os aminoacil-tRNAs se ligam a uma proteina citosolica denominada
Fator de Elongagcdo da Traducdo (EF-Tu) complexada a uma molécula de GTP, e
posteriormente a estrutura aminoacil-tRNA-EF-Tu-GTP, é direcionada ao sitio A da
subunidade 70S do ribossomo®.

Na via de incorporacdo de selenocisteina em procariotos, o seril-tRNA*¢ ndo é
utilizado na traducéo devido ao fato de n&o ser reconhecido pelo fator de traducdo EF-Tu, o
qual se liga aos outros aminoacil-tRNAs; além disso, ensaios in vitro mostram que o fator EF-
Tu se liga 100 vezes mais fracamente ao selenocisteil-tRNA*® em comparagdo a outros
aminoacil-tRNAs.

Apo6s a conversdo do seril-tRNA** para selenocisteil-tRNA®>*, esse ultimo se liga a um
fator de elongacdo da traducdo especifico denominado SELB, o qual encaminha o
selenocisteil-tRNA®® (Sec-tRNA®) para o ribossomo®. O mecanismo de acéo da proteina
SELB foi sugerido baseado em ensaios cinéticos e medidas de afinidade®*®. Supde-se que
durante a traducdo, SELB carregando uma molécula de GTP forme o complexo SELB-GTP-
Sec-tRNA e posteriormente se ligue ao elemento SECIS no RNAmM. Nesse momento, sugere-
se que a parte inferior do elemento SECIS se desmanche a fim de posicionar o cddon UGA
dentro do sitio A do ribossomo, enquanto que a parte superior de SECIS permanece ligada a
proteina SELB®. Simultaneamente, o anticodon do Sec-tRNA*® realiza o pareamento com o
codon UGA no interior do sitio A, e baseado em analogias funcionais, porém ainda sem
evidéncias, acredita-se que essa interacdo codon-anticodon ative a hidrélise da molécula de
GTP na proteina SELB®. Apé6s a hidrélise do GTP, a proteina SELB fica ligada a um GDP e
se desprende do tRNA aminoacilado e da estrutura SECIS; dessa forma Sec-tRNA*C se
acomoda no sitio A do ribossomo e a incorporacdo do residuo de selenocisteina a cadeia

polipeptidica nascente é completada® (Figura 10).
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Figura 10 - Esquema da incorporacédo do amino&cido selenocisteina em procariotos. Extraido e modificado
de 61

Diferentemente do EF-Tu, o fator SELB se liga somente ao Sec-tRNA**, ou seja, ndo
se liga a nenhum outro tRNA aminoacilado, nem mesmo ao seril-tRNA*® ¢ Além disso, o
fator de elongacdo SELB € um fator bifuncional, pois tem a capacidade de ligacdo tanto a

Sec-tRNA** como ao elemento SECIS?'.

1.1.6 Incorporacao de Sec em eucariotos

O genoma humano contém 25 genes conhecidos que codificam para selenoproteinas®®
Dentre esses genes destacam-se as selenoproteinas glutationa peroxidase, tioredoxina
redutase, selenofosfato sintetase 2 e outras selenoproteinas ainda ndo completamente
caracterizadas como Sepl5, SelH, Sell, SelK, SelM, SelN, SelO, SelP/SepP, SelR, SelS, SelT,
SelV e Selw?,

O mecanismo de incorporacdo de Sec em proteinas eucarioticas € relativamente mais
complexo do que a via procaridtica, pois envolve um maior nimero de fatores proteicos.
Dentre esses fatores encontram-se: sequéncia de inser¢do de selenocisteina (SECIS), os

nucleotideos do coédon UGA, que direcionam a incorporagdo de Sec, a proteina SBP2
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(proteina ligante ao elemento SECIS), o fator de elongacdo especifico para Sec (EFSec), o
Sec-tRNA** e o fator de terminagéo eucariotico (eRF1-fator de liberacéo 1)*.

Assim como ocorre para procariotos, em eucariotos, a forma ativa do selénio também
é o monoselenofosfato, o qual é transferido para o seril-tRNA** para gerar o selenocisteil-
tRNA™ >0 Dojs homélogos da proteina Selenofosfato sintetase (SELD) de bactéria,
designados como Selenofosfato sintetase 1 (SPS1) e Selenofosfato sintetase 2 (SPS2) estdo

73 e interessantemente, SPS2 é uma selenoproteina’.

presentes em mamiferos
Recentemente, publicou-se que a SPS2 possue a capacidade de sintetizar selenofosfato in
vitro enquanto que SPS1 ndo apresentaria essa capacidade®® ™. Especula-se que SPS1 tenha
sua funcéo ligada a reciclagem de selenocisteina e ao resgate do selénio’.

Em eucariotos, 0 tRNA** ¢ inicialmente aminoacilado com serina e, diferentemente do
gue ocorre nos organismos procarioticos, a serina é subsequentemente fosforilada pela enzima
Fosfoseril-tRNA quinase (PSTK) resultando no produto fosfoseril-tRNA* ®7°_ Durante anos,
a identificacdo da enzima fosfoseril quinase permaneceu elusiva, sendo finalmente revelada
atraves de estudos recentes de andlises in silico dos genomas de arqueas e eucariotos;
posteriormente essa enzima foi clonada e caracterizada como uma proteina que fosforila o
motivo seril do seril-tRNA*® na presenca de ATP e Mg*? ™.

Como detalhado anteriormente, a via de sintese e incorporacdo do aminoacido
selenocisteina em procariotos foi estabelecida no inicio da década de 1990 na qual a formacéo
da molécula de selenocisteil-tRNA>** é catalizada pela enzima bacteriana Selenocisteina

sintase (SELA) dependente de piridoxal fosfato>**°

. Estudo recentes, identificaram um
antigeno soltvel hepatico (SLA — Soluble Liver Antigen) como sendo SEPSECS, uma
proteina de 48 kDa capaz de se ligar ao tRNA** de eucarioto, com funcdo correspondente a
enzima SELA de procariotos®® "%, A proteina SEPSECS eucaridtica é também uma enzima
dependente de piridoxal fosfato’’ cuja funcdo é desfosforilar o O-fosfoseril tRNA*® e

transferir o monoselenofosfato para o tRNA formando selenocisteil-tRNA® 7 (Figura 11).



Cuapitulo ] - Sntrodugio Geral

ATP

Se0,> —(Se?)

Figura 11 - Sintese de selenocisteil-tRNA®*® em eucariotos. A biosintese ¢ iniciada com a ligagdo do residuo
de serina ao tRNA** pela enzima Seril-tRNA sintetase (SerRS) formando seril-tRNA. Em seguida,
a enzima fosfoseril-tRNA quinase (PSTK) fosforila o0 complexo e posteriormente o fosfato é trocado
por selénio proveniente do selenofosfato produzido pela enzima selenofosfato sintetase 2 (SPS2). A
molécula resultante é o selenocisteil-tRNA**, Extraido e modificado de *.

A proteina ligante do elemento SECIS 2 (SBP2 — SECIS Binding Protein 2)"®™ e o

fator de elongacdo especifico para Sec (mSelB/eEFSec)®*®!

eram até poucos anos atrds os
unicos fatores protéicos conhecidos na via eucaridtica. No entanto, recentemente trés novas
proteinas foram identificadas apresentando fungdes na maquinaria de biosintese de Sec em
eucariotos. Estas incluem: a proteina ribossomal L30%%, a proteina ligante de RNA
denominada SECp43, e a proteina antigeno sollvel hepética, SEPSECS descrita
anteriormente®,

787984 através da sua

A proteina SBP2 estimula a incorporacgdo de Sec in vivo e in vitro
associacdo com o elemento SECIS e recrutamento do complexo eEFSec-selenocisteil-tRNA®
ao ribossomo®!. Essa proteina se liga a subunidade maior da ribossomo e também ao dominio
conservado da alca interna de SECIS®*®. Recentemente, demonstrou-se que em algumas
circustancias, a proteina SBP2 participa de um complexo multiprotéico na biosintese de Sec
com os fatores de incorporacdo EFSec, SECp43, SPS1 e SEPSECS®.

A decodificacdo de Sec emprega um fator de elongacdo especifico tanto em
procariotos (SELB) como em eucariotos (eEFSec), entretanto algumas diferencas sédo
verificadas entre ambos. Em procariotos, SELB entrega o selenocisteil-tRNA>** ao sitio A do
ribossomo para que Sec seja incorporada a cadeia polipeptidica nascente®” em seguida, se
dissocia do ribossomo e do elemento SECIS e se rearranja com o selenocisteil-tRNA* para a
subsequente incorporacdo de Sec®®. Em contrapartida, nos eucariotos, eEFSec se liga ao

selenocisteil-tRNA* porém ndo se associa diretamente ao elemento SECIS®*®!. Em vez
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disso, eEFSec associa-se com com a proteina SBP2 na presenca de selenocisteil-tRNA>,
formando o aparato de decodificacéo de Sec®™®,

A proteina ribossomal L30 interage com o elemento SECIS em uma regido de
sobreposicao ao sitio de ligacdo de SBP2, ou seja, a proteina L30 compete com SBP2 pela
ligacdo ao SECIS sob certas condi¢bes. Supbe-se que durante o reconhecimento do cddon
UGA, a proteina L30 desloca SBP2 do RNA mensageiro induzindo uma mudanca
conformacional no elemento SECIS e promovendo a entrega do selenocisteil-tRNA** ao sitio
A do ribossomo®.

Outro elemento participante da via, a proteina SECp43, foi identificada em
experimentos de PCR que buscavam proteinas ligantes de RNA e consequentemente, SECp43
mostrou se ligar ao selenocisteil-tRNA* ®. Estudos empregando a técnica de RNA de
interferéncia em fibroblastos embrionéarios e células de rim, ambos de rato, tendo o gene
SecP43 como alvo, demonstraram que a proteina é necessaria para a metilagdo do grupo 2-
hidroxiribosil da posicdo wobble do selenocisteil-tRNA>*‘, melhorando a incorporagdo de
selenoproteinas®® (Figura 12).

Na via de incorporacao eucariética do aminoacido selenocisteina foi verificado que os
componentes SECp43, SEPSECS e Sec-tRNA™ formam um complexo em lisados celulares®
e que a proteina SECp43 desempenha um papel fundamental na formac&o ou estabilizacdo do
complexo EFSec/SBP2/Sec-tRNA** bem como, participando da formacgdo do complexo
SPS1/SEPSECS/SECP43%. O complexo proteico supramolecular formado por EFSec,
SecP43, SEPSECS, SPS1, SBP2 e L30 parece se associar e dissociar dinamicamente seja no
nacleo, na regido citoplasmatica ou em contato com o ribossomo. Acredita-se que a proteina
SBP2, por estar ligada ao elemento SECIS do RNA mensageiro de selenoproteinas, seja
responsavel pelo transporte deste do ndcleo para o citoplasma, dando prosseguimento a

traducdo do mesmo no ribossomo?.
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Figura 12 - Complexo protéico envolvido na sintese de selenoproteinas eucariéticas. Complexos

multiprotéicos envolvidos na biosintese e incorporagdo de Sec. Inicialmente o complexo
SPS1/SecP43/EFSec/Sec-tRNA é importado para o nucleo e em seguida se associa a proteina
SBP2 que se encontra ligada ao elemento SECIS. A esquerda, esta representada a saida para o
citoplasma do complexo proteico ligado ao SECIS. Extraido e modificado de *°.

Fatores adicionais devem existir no processo de biosintese e insercdo do aminoacido

selenocisteina em proteinas eucarioticas e, consequentemente a descoberta e 0 entendimento

aprofundado dessa via tanto em procariotos como em eucariotos € de extrema importancia

para a compreensdo do comportamento desse mecanismo evolucionariamente. Alguns

modelos descrevendo o mecanismo de incorporacdo de Sec em eucariotos tém sido propostos,

entretanto varios detalhes desse mecanismo ainda ndo foram elucidados.
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§d]§lﬁl/ﬁ - Objetivos propostos

Este trabalho visa a realizagdo de estudos biofisicos e
bioquimicos da proteina Selenocisteina sintase (SELA) de
Escherichia coli na busca de um melhor entendimento sobre sua
interacdo com o ligante especifico (SELC) e com respectivos

mutantes desse ligante.

2.1 Estudos biofisicos e bioquimicos da proteina SELA

A fim de obtermos um maior conhecimento sobre os parametros biofisicos e
bioquimicos da proteina Selenocisteina sintase, estudos envolvendo as técnicas de dicroismo
circular, fluorescéncia intrinseca, cromatografia por filtracdo em gel e eletroforese por gel ndo

desnaturante foram aplicadas para uma melhor caracterizagdo da proteina de interesse.
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2.2 Estudos de afinidade de ligacdo entre a proteina SELA com seu ligante

especifico tRNA*® (SELC) e com respectivos mutantes

Diferentes técnicas foram empregadas a fim de se determinar a afinidade de ligagdo da
proteina SELA com seu ligante e com mutantes de SELC. Empregando a técnica de
anisotropia de fluorescéncia, foi possivel avaliarmos alguns parametros qualitativos dessas

interacgoes.

2.3 Estudos estequiométricos entre a proteina SELA e seu ligante SELC

Novamente, a técnica de anisotropia de fluorescéncia foi empregada para determinacéo

da estequiometria de ligacdo entre a proteina SELA e seu ligante especifico.

2.4 Ensaios de expressdo e purificacdo da proteina SEPSECS de Trypanosoma

brucei

Ensaios de expressdo do gene codificante para a proteina SEPSECS de Trypanosoma

brucei foram realizados e tentativas de purificacdo dessa proteina foram avaliadas.
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6%7."1?&1/@ 5- Metodologias utilizadas

Neste capitulo serdo brevemente apresentadas as principais técnicas utilizadas
durante este trabalho. Além de clonagem, expressao e estabelecimento de um
novo protocolo de purificacdo para a proteina SELA, serdo descritas também

como foram aplicadas outras diversas técnicas para estudos de oligomerizacao

da proteina SELA e de sua ligagdo com o ligante especifico tRNA®>** e com

outros ligantes.
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3.1 Informagdes sobre o clone da proteina Selenocisteina sintase (SELA)

A construcdo do clone contendo o gene codificante para a proteina SELA inicialmente
descrita e purificada em 1991°*°° foi obtida em nosso grupo através da amplificagdo do gene
selA (nimero de acesso: POA821) pela técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) a
partir do DNA gendmico da bactéria Escherichia coli K12 e posterior subclonagem do
fragmento amplificado em vetor de expressdo pET29a(+) (Novagen) que possui marca de
selecdo para o antibidtico canamicina. O vetor contendo o gene de interesse foi primeiramente
transformado em células de E. coli, linhagem DHS5a, para propagacao do plasmideo. As
células transformadas foram utilizadas para o crescimento de uma pequena cultura a partir da
qual realizou-se a extracdo do DNA plasmidial e a verificacdo por sequenciamento de DNA
de um clone sem muta¢cbes. Uma aliquota do DNA plasmidial foi entdo transformada em
bactérias E. coli na linhagem especifica BL21(DE3) competentes para a expressao do gene de

interesse.

3.2  Transformacao dos plasmideos em células E. coli competentes

O produto de ligacdo (vetor + inserto) ou uma aliquota do DNA plasmidial foram
transformados em células competentes de E. coli (DH5a ou BL21(DE3)) preparadas de
acordo com protocolo estabelecido *°. As células previamente descongeladas permaneceram
em gelo por 30 minutos na presenca do DNA de interesse e em seguida, foram submetidas a
um choque térmico de 42°C por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 250 uL de meio
SOC (2% de triptona, 0,5% de extrato de levedura, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM
de MgCl,, 10 mM de MgSO,, 20 mM de glicose, pH 7.4) e deixou-se em agitacdo por 1 hora
a 250 rpm e 37°C. Decorrido esse tempo, 100 e 200 uL das células foram plaqueados em
placas de petri contendo meio LB solido com os antibioticos adequados.
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3.3  Expressdo do gene selA

O protocolo para expressio do gene selA na construcdo pET29(+)-selA foi
estabelecido em nosso laboratorio. Para expressdao em larga escala, fez-se um inoculo da
colénia transformante com a constru¢do pET29(+)-selA em 5 mL de meio LB contendo
canamicina (30 pg/mL) incubando durante a noite (14 horas) sob agitacdo de 250 rpm, a
37°C. Posteriormente, transferiu-se uma aliquota para um indculo maior na propor¢do (1:100)
0 qual permaneceu em agitacdo de 250 rpm e 37°C até que a absorbancia a 600 nm fosse igual
a 1.0. Nesse instante, 0,1 mM do agente indutor IPTG (isopropil-p-D-tiogalactopiranosideo)
foi adicionado e a cultura foi mantida por mais 2 horas nas condi¢fes acima citadas. Em
seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 7.000 rpm por 10 minutos, a 4°C.
Os sedimentos foram rapidamente congelados a -20°C ou usados imediatamente para o

preparo do extrato protéico.

3.4  Purificacdo da proteina Selenocisteina sintase (SELA)

Devido a termo-sensibilidade da proteina em questdo, todos os procedimentos para
producdo do extrato protéico, purificacdo da proteina de interesse e ensaios de ligacao, foram
realizados mantendo-se a proteina em gelo até o instante do uso.

Para o preparo do extrato protéico o sedimento bacteriano foi ressuspendido em
tampédo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5, contendo 10 uM de piridoxal 5’-fosfato (PLP)
seguindo a relacdo: para cada 1g de célula (peso Umido) adicionou-se 3 mL de tampdo. Em
seguida, adicionou-se lisozima em concentracdo final de 10 ug/mL e deixou-Se em repouso
por 30 minutos em gelo. As células foram submetidas a disrupgdo por sonicacdo através de 4
pulsos de 20 segundos seguidos por intervalos de 45 segundos entre cada ciclo.
Posteriormente, o lisado foi centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm, a tempertarura de 4°C.

O sobrenadante foi entdo transferido para um béquer em banho de gelo, ao qual
acrescentou-se 25% de sulfato de amo6nio macerado sob agitacdo branda e constante. Apds
homogeneizacdo, a solucéo foi centrifugada por 20 minutos a 12.000 rpm, 4°C. As proteinas
precipitadas pés-sulfato de amonio foram ressuspendidas em tampdo 20 mM de fosfato de

potéssio, pH 7.5 contendo 10 uM de PLP. Posteriormente, essas proteinas foram aplicadas na
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coluna HiTrap Desalting (GE) previamente equilibrada no mesmo tampéo, para retirada do
sulfato de amonio.

Em seguida, a solucdo protéica foi aplicada em uma coluna de troca idnica
Hidroxiapatita (Bio-Rad — ceramic type Il), previamente equilibrada no tampéo descrito
acima. A fracdo contendo a proteina SELA, obtida durante o passo de lavagem da coluna, foi
posteriormente submetida a uma segunda coluna de troca anionica HiTrap Q HP (GE)
previamente equilibrada no mesmo tampao. A proteina foi eluida durante um gradiente linear
de cloreto de potassio (20-1000 mM) em dois picos principais. A fracdo referente ao primeiro
desses dois picos foi novamente submetida a coluna HiTrap Desalting (GE) para retirada do
cloreto de potassio. Ao final do processo, adicionou-se 10% de glicerol a proteina purificada
para aumentar sua estabilidade em solucdo e em seguida concentrou-se a mesma até a
concentracdo desejada. Para os experimentos de purificacdo foi utilizado o equipamento
AKTA Explorer Automated Liquid Chromatografy System (GE) e para concentracdo da
proteina SELA, concentradores com corte de 30 kDa (Millipore) em rotacdo de 3.000 rpm, a
4°C. A concentracdo foi determinada através da medida de absor¢do no comprimento de onda
de 280 nm utilizando o coeficiente de extincdo molar (¢ = 35410 M*cm™) predito através do
programa ProtParam®’. Durante todo o processo de purificagdo aliquotas foram coletadas e
posteriormente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condicGes
desnaturantes (SDS-PAGE) seguindo metodologia padronizada *.

As etapas descritas nos itens 3.1, 3.3 e a adaptacdo do protocolo de purificacdo de
Forchhammer e colaboradores, 1991°° referente & proteina SELA (item 3.4) fazem parte da
dissertacdo de mestrado do aluno Alexandre Cassago defendida em 2005 sob orientagdo do
Prof. Dr. Otavio H. Thiemann.

3.5 Insercdo de um novo passo para a purificacdo da proteina SELA

Analisando mais detalhadamente a purificacdo da proteina SELA, percebeu-se que a
mesma ndo estava apropriadamente purificada, apresentando quando concentrada, uma
consideravel quantidade de contaminantes protéicos.

Consequentemente, mais um passo de purificagdo foi acrescido ao final do processo

com o objetivo de alcangarmos um maior grau de pureza da proteina em estudo, bem como
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possibilitar a separacdo de diferentes possiveis oligdmeros da proteina SELA presentes na
amostra. Apos a passagem da amostra pela coluna HiTrap Desalting para retirada do cloreto
de potassio, a porcdo proteica foi concentrada e submetida a coluna de exclusdo molecular
Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm) (GE) pré-equilibrada com tampdo 20 mM de fosfato de
potéssio, pH 7.5 sem PLP. A amostra de proteina foi aplicada na coluna e realizou-se eluigdo
isocrética utilizando 1,5 volumes de coluna e fluxo constante de 1 mL/min. Todos 0s passos
foram realizados com as solucdes em gelo e a coluna em banho término na temperatura de
4°C.

Quantificacbes da proteina SELA purificada realizadas no equipamento Qubit
Fluorometer (Invitrogen) o qual apresenta certa especificidade para quantificagdes de RNA e
DNA separadamente, identificaram a presenca de RNA na amostra de proteina em questao.
Frente a isso, algumas tentativas foram realizadas com o intuito de retirar esse aparente RNA
ligado a proteina SELA devido a possibilidade de sua ligacdo ao sitio ativo da proteina poder
contribuir para possiveis erros na determinacdo de constantes de dissociagdo e nos
experimentos de analise estequiométrica.

Um ensaio empregando cloreto de guanidina foi realizado com o objetivo de promover
o desligamento do artefato. Para isso, incubou-se aproximadamente 2,0 mg/mL da proteina
SELA purificada, com cloreto de guanidina por 1 hora a 25°C para determinar até qual
concentracdo desse reagente a proteina aparentemente mantinha sua estrutura quaternaria. As
concentracdes de cloreto de guanidina utilizadas foram: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 M e os danos na
estrutura quaternaria foram visualizados através de gel nativo do sistema Phast System com
gradiente de poliacrilamida de 4 a 15% corado por nitrato de prata. Para essa metodologia de
coloracgéo, o gel foi incubado por 1 hora em solucdo de fixacdo (50% de metanol, 12% de
acido acético e 0,0185% de formaldeido). Em seguida, realizou-se trés lavagens com etanol
50% de 20 minutos cada com posterior lavagem com agua por 5 minutos. Adicionou-se
solucdo de tiossulfato de sddio (0,2 g/L) durante 1 minuto, repetiu-se a lavagem com agua e
adicionou-se a solugdo de impregnacdo (0,2% de nitrato de prata (m/v) e 0,028% de
formaldeido) por 20 minutos. Decorrido o tempo determinado, duas lavagens com agua foram
feitas e incubou-se o gel com solucdo de revelagdo (6% de carbonato de sodio (m/v) e
0,0185% de formaldeido) até que as bandas de proteina adquirissem a coloracdo desejada. A
reacao foi interrompida com 50% de metanol e 12% de &cido acético.

Adotou-se a concentragdo de 1,5 M para um teste mais completo, no qual incubou-se
2,0 mg/mL da proteina previamente purificada com 1,5 M de cloreto de guanidina por 30

minutos a temperatura de 25°C. Aplicou-se a reagdo em uma coluna de exclusdo molecular
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Superdex 200 XK (1,6 x 40 cm) (GE) equilibrada com o mesmo tampdo em que estava a
reacdo (20 mM de fosfato de potéssio, 1,5 M de cloreto de guanidina).

Uma outra abordagem a fim de promover o desligamento do artefato foi testada
utilizando a proteina SELD de Trypanosoma brucei. Nesse ensaio as condi¢cdes empregadas
foram as da proteina SELD, para a qual a reacao ja estava parcialmente padronizada. Utilizou-
se uma concentracéo final de 75 mM de tricina, 3 mM de DTT, 3,75 mM de ATP, 25 mM de
cloreto de magnésio, 10 mM de seleneto de sodio, 10 uM da proteina SELD ¢ 4 uM da
proteina SELA. A reacdo foi efetuada em camara de nitrogénio para evitar a oxidacdo do
seleneto e incubada a 30°C por 24 horas. O resultado desse teste ndo foi satisfatorio,
aparentemente houve protedlise ou algo semelhante durante a reagéo.

Outras tentativas utilizando RNAses e mesmo o reagente borohidreto de sodio foram
efetuadas; entretanto essas op¢des ndo resultaram em experimentos bem sucedidos.

Frente a esse problema e ap06s Vvérias pesquisas, encontrou-se na literatura uma
linhagem de E. coli deficiente no gene selC, a qual consequentemente ndo produz o tRNA*,

ligante especifico da proteina SELA.

3.6  Propagacéo dos fagos e lisogenia da linhagem bacteriana WL81460

A linhagem bacteriana WL81460 (FM433A(selC)400) foi gentilmente cedida ao nosso
grupo pelo Prof. Dr. August Bock do Instituto de Biociéncias Moleculares da Universidade de
Frankfurt, Alemanha. Essa linhagem apresenta deficiéncia no gene selC ndo produzindo o
ligante tRNA** e possui resisténcia ao antibidtico canamicina. Entretanto, a bactéria
WL81460 em questdo ndo possuia a capacidade de expressar genes inseridos em vetores do
sistema pET e, consequentemente, o procedimento de lisogenia para integracdo do préfago
ADES3 foi realizado.

A linhagem WL81460 foi convertida em WL81460(DE3) expressando a enzima T7
RNA polimerase, pela integragdo do profago ADE3 utilizando os fagos presentes no kit
“ADE3 Lysogenization” (Stratagene). O kit “ADE3 Lysogenization” ¢ designado para
integracéo sitio-especifica do profago ADE3 no cromossomo celular da célula hospedeira E.
coli, e dessa forma, o hospedeiro lisogenizado pode ser usado para expressar genes alvos

clonados em vetores pET.
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Primeiramente, os quatro fagos presentes no kit (ADE3, Helper, Selecdo e Tester)
foram propagados em células de E. coli DH5a segundo protocolo estabelecido por Sambrook
e Russel, 2000% no qual 10° pfu de cada bacteri6fago foram separadamente incubados com
100 pL de células bacterianas em absorbancia a 600 nm de 0.5, a 37°C por 20 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 3 mL de top agar (1% de triptona, 0,5% NaCl e 0,6% agar) a
47°C em cada mistura. Seguida a homogeneizagdo, o contetdo foi distribuido em placas de
petri contendo meio LB sélido. As placas foram incubadas a 37°C por 12 a 16 horas sem
inversdo e, apds o periodo de incubacdo, 5 mL da solugdo SM (100 mM NaCl, 8 mM de
MgSQO,.7H,0, 50 mM Tris-HCI, pH 7.5) foram adicionados em cada placa prosseguindo-se
em agitacdo por 2 horas a 4°C. O liquido de cada placa foi transferido para tubos e repetiu-se
0 passo anterior com 1 mL de solugdo SM por 15 minutos de agitacdo. As placas foram entéo
descartadas e 100 pL de cloroformio foram adicionados em cada tubo seguido de
homogeneizacdo e centrifugacdo para remocdo dos residuos bacterianos. Os sobrenadantes
foram transferidos para tubos limpos e uma concentragéo final de 10% de PEG 8000 (m/v) foi
adicionada aos sobrenadantes. Apds a dissolucao do PEG, a solucdo foi incubada em gelo por
2 horas para que os bacteridfagos precipitassem. As particulas de fagos foram recuperadas por
centrifugacdo de 10 minutos a 4°C, 12.000 rpm. Os fagos foram ressuspendidos em 250 pL de
solucdo SM e incubados a temperatura ambiente por 1 hora. Igual volume de cloroférmio foi
adicionado, misturado e submetido a centrifugacdo de 1.500 rpm por 15 minutos a 4°C. A
fase aquosa recuperada continha as particulas de bacteriéfagos. Os fagos foram testados em
algumas diluicdes para padronizacdo da quantidade a ser utilizada de cada um.

Para obtencdo da linhagem hospedeira WL81460(DE3) foi necessario integrar o
préfago ADE3 ao cromossomo bacteriano. O préfago ADE3 é um fago recombinante
carregador do gene para a T7 RNA polimerase sobre o controle do promotor lacUV5.

Para esse procedimento, cresceu-se a linhagem hospedeira WL81460 em 50 mL de
meio LB suplementado com 0,2% de maltose, 10 mM de MgSQO, e 30 ug/mL de canamicina
até absorbancia a 600 nm de 0.5. Misturou-se 10° pfu do fago ADE3, 10® pfu do fago
“Helper”, 10® pfu do fago Seleg#o, variando-se de 1 a 10 uL da célula hospedeira WL81460.
A mistura da célula com os fagos foi incubada a 37°C por 20 minutos permitindo desta forma
que o fago fosse adsorvido pela célula hospedeira. Apds incubacdo plagueou-se a mistura em
meio LB sélido contendo o antibiotico canamicina deixando-se as placas em incubacéao
durante a noite, a 37°C. As col6nias eram possiveis lisogenos ADE3 e foram obtidas
aproximadamente 400 coldnias. Para sele¢do dos lisogenos, algumas colnias foram crescidas

em meio LB suplementado até atingirem absorbancia a 600 nm de 0.5 e entdo, 100 uL de cada
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crescimento foi misturado com 100 uL do fago “Tester” a 10° pfu. Foi realizada incubacéo a
temperatura ambiente por 10 minutos e adicionou-se 3 mL de top agar em cada tubo. A
mistura foi colocada em placa com meio LB solido e incubada durante a noite a 37°C. Os
lisdgenos ADE3 produziram halos nas placas de meio LB soélido.

Uma vez selecionado o lisogeno WL81460(ADE3), este foi submetido & preparacao de
células competentes de acordo com o protocolo estabelecido por Sambrook e Russel, 2000%°.

3.7 Nova construcdo do plasmideo pET29a(+)-selA com o vetor pETDuet-1

Devido a linhagem WL81460(ADE3) ser resistente ao antibidtico canamicina, foi
necessario que o gene codificante para a proteina SELA fosse inserido em outro vetor de
expressao, pois o vetor pET29a(+) (Novagen) no qual se encontrava o gene selA também
apresentava resisténcia Unica ao antibiotico canamicina. Como a busca por vetores com outras
marcas de selecdo ndo foi bem sucedida, realizou-se a clonagem do plasmideo pET29a(+)
contendo o gene selA com o vetor de expressdao pETDuet-1 (Novagen) que contém o gene de
resisténcia para o antibiotico ampicilina. Essa clonagem foi feita utilizando-se as enzimas de
restricdo Dralll e Sapl (Fermentas) que ndo apresentam sitio de clivagem dentro do gene selA
e apenas um sitio de clivagem nas sequéncias dos vetores.

As células contendo separadamente o plasmideo pET29a(+)-selA e o vetor pETDuet-1
foram crescidas em 5 mL de meio LB com o0s respectivos antibidticos e os plasmideos
extraidos utilizando o kit “GeneJET™ Plasmid Miniprep” (Fermentas). A reagdo de digestdo
com as enzimas de restricdo foi incubada a 37°C por 40 minutos e a posi¢cdo em que essas

enzimas realizaram a clivagem nos vetores sdo apresentadas a seguir:

Tabela 1 — Reacéo de digestdo dos vetores pET29a(+)-selA e pETDuet-1.

pET29a(+)-selA  pETDuet-1

DNA plasmidial 2 g 2ug
Tampéo [10X] 2 ulL 2 uL
Enzima Dralll FastDigest 1uL 1uL
Enzima Sapl FastDigest 1ulL 1uL

Agua g.s.p. 11 puL 11 L
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Os fragmentos de interesse foram recuperados de gel de agarose 1% através do kit
“Invisorb Fragment Clean Up” (Uniscience) e submetidos a reacdo de ligagdo utilizando
10 pL (750 ng/uL) do fragmento pET29a(+)-selA, 4 uL (125 ng/pL) do fragmento pETDuet-1
contendo o gene de resisténcia a ampicilina, 2 pL de tampéao [10X], 2 uL de T4 DNA ligase
(400.000 U/mL — New England Biolabs) e 2 uL de agua milli-Q autoclavada. A reacédo foi

incubada durante a noite a temperatura ambiente e posteriormente toda reacdo foi
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transformada em linhagem E. coli DH5a competente. Das col6nias obtidas, algumas foram
selecionadas e tiveram seus plasmideos extraidos e digeridos com as enzimas de restricao

Ndel e Hindlll para verificar a liberacdo do gene selA.

Tabela 2 — Reacdo de digestéo para liberacdo do inserto referente ao gene selA.

Reacao de digestéo

DNA plasmidial 2 ug
Enzima Ndel (20.000 U/ mL) 1 uL
Enzima Hindlll (20.000 U/ mL) 1 uL
Tampéo [10X] 2 uL
Agua milli-Q g.s.p. 15 pL

A reacdo de digestdo foi incubada a 37°C por 4 horas e analisada em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio.

O plasmideo contendo a construcdo correta foi posteriormente sequenciado,
transformado em células WL81460(DE3) competentes e realizou-se 0 ensaio de expressao e
purificacdo de acordo com o protocolo ja descrito anteriormente.

3.8  Amplificacdo do gene de Insercédo de Selenocisteina-tRNA*° (selC) de E.
coli e mutantes

O gene de insercdo de selenocisteina (tRNA*C) de E. coli foi amplificado através da
técnica de PCR a partir de oligonucleotideos comercialmente sintetizados e que apresentam

uma regido interna de sobreposicdo complementar, destacada em vermelho a seguir:

SELC-1 5 ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCC

GGTGAGGCGC ElEERCIICAAICOREINGS 3

SELC-2 5° TGGCGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGCCCGGGACCGCTG

ceeleeee . K
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A principio, um sitio para a enzima BstNI encontrava-se na regido 5 do
oligonucleotideo SELC-2, fato que exigia uma digestdo com essa enzima ap6s a sintese do
fragmento desejado para a formacgdo da extremidade CCA dos tRNASs. Para essa reacao de
digestdo especifica eram utilizados 2 pg do gene selC purificado, 2 uL. de enzima BstNI [10
U/uL], 5 uL de tampao [10X] e 1 uL. de BSA [100X] resultando em um volume final de
50 uL de reacdo que permanecia a 60°C por 4 horas.

Posteriormente, novos oligonucleotideos foram desenhados (ilustrados acima)
eliminando esse sitio e consequentemente descartando a necessidade da digestdo com a
enzima BstNI assim como, mais um passo para a obtencéo final do tRNA desejado.

Para os mutantes do tRNA** de E. coli foram desenhados oligonucleotideos cujas
regides modificadas foram substituidas por regides correspondentes de uma isoforma do tRNA
carregador do aminoacido serina (tRNA*) de E. coli. Nos oligonucleotideos para
amplificacdo dos mutantes, assim como para o gene selC, foi colocada a sequéncia promotora
para ligacdo da enzima T7 RNA polimerase.

Uma outra isoforma do tRNA®**" de E. coli diferente da utilizada para os mutantes, e o
tRNA*® (SELC) de Trypanosoma brucei também tiveram seus genes sintetizados da mesma
forma descrita no paragrafo anterior.

A sequéncia dos genes selC e tRNA*" de E. coli, selC de T. brucei e de cada mutante
sdo mostrados abaixo sendo destacada nos mutantes as regifes que foram substituidas pelas

regides de uma isoforma do tRNA carregador de serina:

Gene selC de E. coli

5’ TAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGAC
TTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGC
CAZ

sitio para enzimas de restri¢do - ECORI (G’AATTC)
* regido promotora para enzima T7 RNA polimerase
* gene selC (95pb)

Gene do tRNA*" (carregador de serina) de E. coli - Isoforma contendo GGA na trinca de
bases do anticodon. Abaixo estdo ilustrandas as regides que foram substituidas nos tRNAs

mutantes. Esse gene ndo foi amplificado, transcrito ou utilizado em ensaios.
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5’GGTGAGGTGTCCGAGTGGCTGAAGGAGCACGCCTGGAAAGTGTGTATACGGCAACGTA
TC CCTCACCGCCA 3

* regido substituida no mutante do braco aceptor (14 bases);

* regido substituida no mutante do brago D (17 bases);

* regido substituida no mutante do braco anticédon (17 bases);

* regido substituida no mutante do brago variavel (14 bases);

regido substituida no mutante do brago TyC (17 bases).
Mutante do brago aceptor
5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGTGAGGGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACT
TCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTCCTCACCGCCA
3
Mutante do braco D
5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTTCCGAGTGGCTGAAGGAGCTGG

ACTTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCC
GCCA T

Mutante do braco anticédon

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCACGCC
TGGAAAGTGTGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGC
CAZ

Mutante do braco variavel atraves de delecéo total do braco (Varl)

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGAC
TTCAAATCCAGTGGCAGGTTCGACTCCTGTGATCTTCCGCCA 3

Mutante do brago variavel através de substituicdo total do brago (Var2)

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGAC
TTCAAATCCAGTATACGGCAACGTATGGCAGGTTCGACTCCTGTGACTTTCCGCCA 3
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Mutante do braco TYC

5’ACGAATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAGATCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGAC
TTCAAATCCAGTTGGGGCCGCCAGCGGTCCCGG GATCTTCCGC
CAZ

Gene do tRNA*" de E. coli — Isoforma amplificada e utilizada nos ensaios

5 TAATACGACTCACTATAGGGTGAGGTGGCCGAGAGGCTGAAGGCGCTCCC
CTGCTAAGGGAGTATGCGGTCAAAAGCTGCATCCGGGGTTCGAATCCCCGCCTCACCGCC
A3

Gene do tRNA*® de T. brucei

5 TAATACGACTCACTATAGGCCACGATGAGCTCAGCTGGTGCTGGGTGCGGG
CTTCAAACCCGTAGGCGAGTTGGACTCGCAGCCGTTCGATTCGGCCTTTGTGGTGCCA 3

Para amplificacdo dos fragmentos dos genes selC, do tRNA* e dos mutantes, o

seguinte protocolo (Tabela 3) foi utilizado:

Tabela 3 - CondicGes da reacdo de amplificacdo para os genes selC, tRNA*" e mutantes.

Reagentes Volume (pL)
Tampao sem cloreto de magnésio [10X] 10
dNTP (10 mM) (N= A, G, T,C) 2
Cloreto de Magnésio (50 mM) 3
Oligonucleotideo 100 pmol/uL (5 do gene) 1
Oligonucleotideo 100 pmol/uL (3" do gene) 1
Taq DNA Polimerase Titanium (5 U/uL) 1
Agua milli-Q g.s.p. 100

Em seguida, as reagdes foram submetidas a um programa especifico (Tabela 4) em um

termociclador para realizacdo das amplificagdes.
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Tabela 4 - Programa utilizado na reacdo de PCR para amplificacdo dos genes selC, tRNA*" e mutantes +
regido promotora T7.

Amplificacdo dos fragmentos

Ciclo 1X 35 vezes
T (°C) 94 94 40 72 4
Tempo 3 min 30s 30s 30s indefinido

Os fragmentos amplificados acrescidos da regido promotora foram purificados do gel
de agarose 2% utilizando o kit “Perfect Gel Cleanup” (Eppendorf) obtendo-se uma
concentracgdo final de aproximadamente 100 ng/uL para cada fragmento.

3.9 Transcricdo in vitro e purificagio dos tRNAs

Apbs o processo de purificacdo dos fragmentos do gel de agarose, seguiu-se a reacdo

de transcricéo in vitro, a qual a principio era realizada da seguinte maneira:

Tabela 5 - CondicGes da reagéo de transcricéo in vitro dos tRNAs.

Reagentes Volume (pL)
Tampéo de transcrigdo - (Tris-HCI 0,4 M; NaCl
0,05 M; MgCl, 0,22 M; DTT 0,1 M; Spermidine 5
0,02 M)- [10X]
rdNTP (25 mM) (ribonucleotideos) 10
Inibidor de RNAse [39,8 U/mL] 0,5
Pirofofatase (USB) [40 U/mL] 0,5
DNA molde aproximadamente 2 ug
Enzima T7 RNA polimerase [100 U/uL] (Biolabs) 1
Agua livre de RNAse q.s.p. 50

Os reagentes foram misturados e incubados a 37°C por 24 horas.
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A partir da reacdo de transcricdo, varias modificagfes foram feitas no protocolo de
purificacdo do transcrito com o intuito de melhorarmos sua qualidade e obtermos uma forma
mais pura e homogénea dos tRNAs a serem estudados. Tais modificacdes foram baseadas na
bibliografia Handbook of RNA Biochemistry, 2005%.

A principio, apés a reacdo de transcri¢do in vitro, os transcritos eram submetidos ao
tratamento com DNAse | - BioLabs (2.000 U/mL) sendo adicionada 10 U da enzima DNase |
para cada 200 pL de reagdo, seguido de 20 minutos de incubagdo a 37°C. Esse passo era
realizado para que o DNA molde fosse digerido e mais facilmente removido da amostra. Em
seguida, efetuava-se a precipitacdo do transcrito com adicdo de 2,5 volumes de etanol absoluto
e 0,1 volume de acetato de sddio 3 M, pH 4.7. Posteriormente, os transcritos eram submetidos
a centrifugacdo de 13.200 rpm por 45 minutos, a 4°C e o precipitado lavado com etanol 70%
seguido de 15 minutos de centrifugacdo a 13.200 rpm, 4°C. Apls secagem, a amostra era
ressuspendida em um pequeno volume de &gua livre de RNAse (aproximadamente 50 uL) e
em seguida, adicionado 10 uL. de formamida deionizada juntamente com 30 pL de loading
buffer [2X] (100 mM de MOPS, 1 mM EDTA, 12% de formaldeido (v/v), 62% de formamida,
pH 7.0). A mistura era aquecida a 95°C por 3 a 5 minutos, imediatamente colocada em gelo e
aplicada em gel de poliacrilamida 8% com 6 M de uréia. A corrida eletroforética era realizada
nas condigdes de 100 V por 60 minutos em tampdo TBE [1X].

Terminada a corrida, o gel era corado com brometo de etidio por 20 minutos e a
banda de interesse excisada do gel. A banda recortada adicionava-se 5 volumes do tamp&o de
eluicdo (50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM EDTA; 0,1% SDS; 0,3 M NaCl) e deixava-se que a
eluicdo ocorresse durante a noite, a temperatura ambiente e em leve agitagdo. O sobrenadante
era coletado e seguia-se nova eluicdo com mais 3 volumes de tampédo de eluigdo. Uma
segunda precipitacdo com etanol absoluto era realizada, porém dessa vez sem adicdo de sal
devido a alta quantidade deste presente no tampdo. O precipitado era lavado com etanol 70%
e deixado secar a temperatura ambiente.

Posteriormente, esse protocolo foi totalmente substituido pelo emprego do Kit
“Megashortscript T7” (Ambion) para a realizacdo das transcrices e purificacdo dos
transcritos em consequéncia das reacfes de transcricdo realizadas por meio desse Kit
apresentarem um maior rendimento em relacdo a metodologia descrita anteriormente (Figura
15); consecutivamente as transcri¢des feitas pelo kit seguiu-se pelas etapas de tratamento das
amostras com DNAse, extracdo com fenol/cloroférmio e precipitagdo com etanol absoluto

segundo o protocolo do fabricante.



Cupltule 3 - CMelodologias

62
Regido promotora para Regido codificante para o tRNA
T7 RNA polimerase Fragmento
— I 9enico
amplificado
[ CCA|

tRNA transcrito

Figura 15 - Esquema representativo da transcricdo dos tRNAs a partir dos fragmentos génicos
amplificados.

Depois de purificados, os tRNAs foram ressuspendidos em agua livre de RNAse,
enovelados por um prévio aquecimento entre 70-80°C e deixados resfriar vagarosamente até
aproximadamente 35°C. Nessa temperatura foi adicionado 20 mM de MgCl, e deixou-se que
a amostra alcangasse a temperatura de 25°C lentamente. Posteriormente, a amostra foi
quantificada por medida de absorcdo em comprimento de onda de 260 nm. A metodologia
utilizando o kit “Megashortscript T7” (Ambion) para o preparo e purificacdo dos tRNAs foi

empregada para todos 0s experimentos que envolveram essas moléculas.

3.10 Gel filtracdo analitica

Através da técnica de gel filtracdo ou exclusdo molecular, moléculas em solucdo sdo
separadas de acordo com diferengas em seus tamanhos e formas moleculares enquanto
migram por uma matriz. A matriz é um polimero com poros de tamanhos selecionados e
adequados para determinados intervalos de separacdo. Proteinas com maior massa molecular
migram mais rapidamente, pois tendem a ndo penetrar nos poros da matriz enquanto que
moléculas com massa molecular menor migram mais vagarosamente ja que tendem a entrar
Nesses poros.

Para a realizacdo dessa analise utilizou-se a coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm)
(GE) a qual apresenta um intervalo de separacdo de 10 a 600 kDa de massa molecular. A
coluna foi previamente calibrada com o kit “Gel Filtration HMW / LMW Calibration” (GE)
seguindo as orientagdes do fabricante.

Em sintese, um conjunto de proteinas padrdo contendo as proteinas Ribonuclease A
(13,7 kDa), Anidrase carbonica (29 kDa), Ovoalbumina (44 kDa), Conalbumina (75 kDa),

Aldolase (158 kDa), Ferritina (440 kDa), na concentragdo, volume e fluxo indicados pelo
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fabricante foram aplicados na coluna em questéo. O reagente Blue Dextran 2000 foi utilizado
para determinar o volume morto (Vo) da coluna. Sabendo-se o volume de elui¢do (Ve) das

proteinas padrdo, calcularam-se os Kavs para cada uma segundo a equacao:

, onde Vt é o volume total da coluna.

Os valores de Kav determinados para cada proteina foram plotados contra o logaritmo
das respectivas massas moleculares e a equacdo da reta obtida através de regressédo linear dos
dados foi utilizada para o calculo da massa molecular da proteina em estudo.

Para estimativa do calculo da massa molecular para a proteina de interesse, a coluna
Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm) foi previamente equilibrada com tamp&o 20 mM de fosfato de
potéssio, pH 7.5 e a passagem da amostra de interesse pela coluna se deu a taxa de fluxo de
1 mL/min tendo sido aplicado o volume de 1 mL de amostra. As fracdes obtidas foram
analisadas em gel SDS-PAGE 15% e quantificadas por absor¢do em 280 nm utilizando o
coeficiente de extingdo molar (e = 35410 M'em™) predito através do programa ProtParam®.
A banda correspondente a proteina SELA pdde ser visualizada através da coloracdo do gel

com Comassie brilliant.

3.11 Analise por eletroforese em gel ndo desnaturante (gel nativo)

A eletroforese em gel ndo desnaturante, também chamado de gel nativo, € uma técnica
de separacdo empregada para analise da composicdo e estrutura de proteinas nativas desde
qgue a conformacdo e a atividade bioldgica das mesmas permanecam intactas durante o
desenvolvimento da técnica. Essa técnica possibilita a determinacdo da homogeneidade da
amostra baseando seu principio de separacdo em 3 propriedades gerais das proteinas:
diferenca de cargas, massa molecular e conformacdo. Esse experimento foi efetuado para
verificacdo visual de possiveis estados oligoméricos da proteina SELA.

Para os experimentos foram utilizados géis nativos do sistema Phast System (GE) com

um gradiente de poliacrilamida variando de 4 a 15%, caracteristica que permite a separacao de
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proteinas de alta massa molecular, mais especificamente dentro do intervalo de 150 kDa até
1.000 kDa.

A proteina de interesse foi submetida a eletroforese nativa apds a passagem pela
coluna de exclusdo molecular, sob condi¢bes padrdo do equipamento. A concentracdo
protéica utilizada foi de 2,0 mg/mL e juntamente a amostra de interesse, um padrdo de
proteinas de massas moleculares conhecidas foi submetido a eletroforese (kit de calibracéo de
eletroforese GE — alto peso molecular contendo tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa),
catalase (232 kDa) e aldolase (140 kDa)). Os géis foram corados com 0,1% da solucdo
PhastGel Blue 350 (GE) e descorados em solucdo contendo 30% metanol e 10% &cido
acético.

Utilizando-se a distancia relativa de migracdo no gel PhastGel 4-15% (GE) de cada
proteina padrdo e o logaritmo das massas moleculares das mesmas, construiu-se um gréafico
cuja regressdo linear descreveu a equagdo da reta utilizada para determinacdo da massa

molecular da proteina em estudo.

3.12 Determinacdo do ponto isoelétrico experimental (pl)

A focalizacdo isoelétrica é um procedimento utilizado para a separacéo de proteinas de
acordo com seus pontos isoelétricos (pH no qual a somatoéria de cargas é nula). Nesse
processo, um gradiente de pH é estabelecido em um gel de poliacrilamida através de uma
mistura de acidos e bases organicos de baixa massa molecular (anfélitos). Quando uma
mistura de proteinas € aplicada nesse meio contendo variacdo de pH e é submetida a um
campo elétrico, elas migram por esse gel até o ponto no qual o valor de pH for igual ao seu pl.
Nesse ponto, sendo a somatéria de cargas nula, a molécula protéica ndo ir4 migrar mais™.

Esse experimento foi realizado no sistema Phast System (GE) utilizando-se géis
PhastGel IEF 3-9 (GE) os quais abrangem uma faixa de pH entre 3 a 9. A corrida
eletroforética foi constituida basicamente por 3 passos: 0 primeiro caracteriza-se pela
formacdo do gradiente de pH no gel de poliacrilamida; no passo seguinte, as amostras foram
aplicadas no gel e no terceiro passo ocorreu a migracdo das proteinas até seus pontos

isoelétricos.
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Para o ensaio utilizou-se 4 pL da proteina concentrada a 2,0 mg/mL em tampao
20 mM de fosfato de potéssio, pH 7.5 juntamente com padrdes de pl (Kit de calibracdo — GE)
para que fosse possivel a estimativa do ponto isoelétrico da proteina de interesse. Apds a
eletroforese, realizou-se a fixacdo das proteinas no gel utilizando 20% de acido tricloroacético
e seguiu-se o processo de coloragdo com 0,02% da solucdo “PhastGel Blue R” (GE) em
solugdo aquosa de 30% metanol e 10% acido acetico. A descoloracéo foi realizada em solugéo
de 30% metanol e 10% é&cido acético. Abaixo encontra-se a tabela com os padrdes utilizados e

seus respectivos pontos isoelétricos:

Tabela 6 - Padrdes de ponto isoelétrico utilizados no sistema Phast System (GE).

Padroes de pl utilizados pl
Banda bésica de lectina 8.65
Banda média de lectina 8.45
Banda &cida de lectina 8.15
Mioglobina basica 7.35
Mioglobina &cida 6.85
Anidrase carbonica humana 6.55
Anidrase carbdnica bovina 5.85
B-Lactoglobulina A 5.20
Inibidor de tripsina de soja 4.55
Amiloglicosidase 3.50

A distancia percorrida por cada proteina padrdo foi medida a partir da extremidade
superior do gel e esses valores foram plotados em relacdo ao pl de cada proteina. A partir
desse grafico, obteve-se a equacdo de uma reta descendente que foi empregada para a

estimativa do valor do ponto isoelétrico experimental da proteina SELA de E. coli.

3.13 Ensaios de Dicroismo Circular (CD)

A metodologia de dicroismo circular é caracterizada como um tipo de espectroscopia

de absorcéo que utiliza luz circularmente polarizada. Essa técnica é notavelmente sensivel a
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quiralidade das moléculas, bem como a conformacéo e ao ambiente molecular das mesmas.
Consequentemente, o dicroismo circular € amplamente usado para caracterizar conformacées
estruturais de proteinas, acidos nucléicos e sacarideos, e também para monitorar mudancas
conformacionais nas estruturas de tais moléculas induzidas por temperatura, composicdo do
solvente, ligagdo de um ligante, entre outras.

A medida de dicroismo circular é baseada nas diferencas de absorcdo da luz
circularmente polarizada para a direita e para a esquerda por uma determinada amostra®.
Essas diferencas de absorcfes da luz sdo extremamente Uteis nas analises de biomoléculas,
pois geram informagdes importantes a respeito de suas estruturas secundarias, através de um
espectro de CD*.

Ensaios de dicroismo circular foram aplicados utilizando-se espectros de far UV no
intervalo de 190 a 250 nm utilizando 0,2 mg/mL de proteina SELA em tampdo 20 mM de
fosfato de potassio, pH 7.5. As medidas foram realizadas no espectropolarimetro J-715
(JASCO Corporation, Japao) equipado com sistema de controle térmico (Peltier), em cubeta
de quartzo de 1 mm de caminho Optico, temperatura de 25°C e utilizando-se média de 16
acumulacdes para o célculo da estimativa de regiGes de estruturas secundarias. As analises
dos espectros foram efetuadas no programa CDSSTR utilizando os conjuntos de dados SP29 e
SP37A.

Estudos envolvendo desnaturacdo térmica foram realizados a fim de monitorar o
comportamento da proteina SELA frente a variacbes na temperatura e possibilitar uma melhor
compreensdo das mudangas conformacionais dessa proteina. Para realizacdo desses
experimentos 0,2 mg/mL de proteina SELA em tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5
contendo 10 mM de DTT, foram submetidos a desnaturacdo térmica e o sinal foi monitorado
no comprimento de onda de 222 nm. O procedimento foi realizado inicialmente equilibrando
a proteina SELA na temperatura de 10°C e entdo promovendo um aquecimento gradual de
1°Cmin™ até a temperatura de 90°C. Utilizou-se velocidade de varredura de 100 nm/min,
média espectral de 16 acumulaces, largura da banda de 1 nm e tempo de resposta de 0,5s.

Ensaios envolvendo variacdo de temperatura também foram aplicados ao tRNA** de
E. coli com o intuito de acompanhar as mudangas em sua estrutura secundaria. Nesse
experimento, o mesmo equipamento foi utilizado onde 0,6 mg/mL de tRNA** em agua livre
de RNAse e contendo 20 mM de cloreto de magnésio tiveram os espectros de CD registrados.

O intervalo de comprimento de onda registrado foi de 210 a 320 nm e a faixa de temperatura
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foi de 85°C (inicial) a 5°C (final) sendo a varredura dos espectros realizada a cada 10°C de
abaixamento gradual da temperatura.

A anélise do pareamento das bases do tRNA para formacao da estrutura secundaria foi
acompanhada pela mudanca na elipcidade®®.

Os espectros de CD provenientes dos experimentos acima foram tratados no programa
Origin versdo 7.0 e todos os ensaios foram realizados em triplicata tendo a contribui¢do do
tampéo subtraida das medidas protéicas e nucléicas.

Esses ensaios envolvendo a técnica de dicroismo circular foram realizados no
Laboratdrio de Biofisica Molecular (IFSC — USP).

3.14 Crosslinking quimico

O crosslinking ¢ uma técnica bioquimica muito versatil e que permite a visualizacdo
de estados oligoméricos, pois promove a ligacdo covalente de moléculas que estdo associadas
naturalmente como, por exemplo, subunidades de um oligbmero. Todas as classes de
macromoléculas podem sofrer o processo de crosslinking.

Essa metodologia envolve a participacdo de um reagente bifuncional cuja regido entre
seus grupos funcionais ¢ denominada de brago espacador. Variando as propriedades quimicas
e fisicas dos grupos reativos contidos no espacador pode-se gerar reagentes bifuncionais com
diferentes propriedades e usos. Quando os dois grupos do reagente bifuncional sdo idénticos,
esse reagente € denominado de homobifuncional e quando séo diferentes, heterobifuncional.
Dentre 0s reagentes homobifuncionais mais utilizados encontram-se os aldeidos: formaldeido
e glutaraldeido, sendo este ultimo o mais frequentemente utilizado na técnica de crosslinking
guimico entre macromoléculas™.

Em nossos estudos, optamos pelo emprego do glutaraldeido para a realizacdo dos
crosslinking quimicos tanto entre as subunidades da proteina SELA como para a verificagdo
da ligacdo SELA-tRNA®*. As tabelas a seguir, resumem as reagdes realizadas:
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Tabela 7 - Reagdes da proteina SELA com o reagente glutaraldeido.

SELA (uM de Glutaraldeido Volume
mondmeros) (concentracdo final)  final (uL)
30 0% 20
30 0,01% 20
30 0,02% 20
30 0,05% 20
30 0,07% 20
30 0,1% 20
30 0,2% 20
30 0,5% 20
30 1% 20
30 2% 20
30 3% 20
30 5% 20

Tabela 8 - Reagdes da proteina SELA com o reagente glutaraldeido na presenca do ligante tRNA**,

SELA (uM de tRNA Glutaraldeido Volume final
mondmeros) (uM) (concentracéo final) (uL)
30 0 0,1% 20
30 0 0,2% 20
30 15 0,1% 20
30 15 0,2% 20
30 30 0,1% 20
30 30 0,2% 20
30 60 0,1% 20
30 60 0,2% 20

As reacdes envolvendo somente a proteina SELA e o reagente glutaraldeido foram
incubadas por 3 horas a 25°C e posteriormente analisadas por meio de corridas eletroforéticas
nativas e desnaturantes. Para as reacOes envolvendo SELA e tRNA*, estes foram
previamente incubados por 40 minutos a 25°C e em seguida, foi acrescentado glutaraldeido na
concentragéo final especificada na Tabela 8, seguindo por mais 3 hora de incubacdo a 25°C.

Para essa andlise, realizou-se eletroforese em gel SDS-PAGE 10%.
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3.15 Ensaios de Microcalorimetria

Ensaios de microcalorimetria envolvendo a proteina SELA e seu ligante tRNA>*
foram realizados no equipamento VP-ITC Microcalorimeter (MicroCal) tanto no Laboratério
de Biofisica Molecular (IFSC - USP) como no Laboratorio do Prof. Dr. Marcelo Matos
Santoro do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), com o objetivo de determinar a constante de afinidade da macromolécula por seu
ligante especifico e por diferentes tRNA mutantes, bem como definir parametros energéticos
envolvidos nessas ligagcdes e por fim, a estequiometria de ligacdo da proteina SELA com o
tRNA*. Entretanto, devido as dificuldades encontradas no emprego dessa técnica, optamos
por outras metodologias para alcangarmos os objetivos propostos, dentre elas a técnica de

espectroscopia de fluorescéncia intrinseca.

3.16 Espectroscopia de Fluorescéncia Intrinseca

Em proteinas, a fluorescéncia intrinseca € encontrada nos aminoacidos aromaticos:
triptofano, tirosina e fenilalanina. Os grupos indol dos residuos de triptofano sdo uma fonte
dominante de absor¢do de luz ultravioleta em proteinas. A emissdo desse aminodcido é
altamente sensivel as alteracbes no ambiente local e, por essa razdo essa emissdo €
frequentemente utilizada no monitoramento de mudancgas conformacionais em proteinas.
Alteraces espectrais no perfil de emissdo podem ser observadas como resultado da ligacéo de
ligantes, associacdo proteina-proteina e desenovelamento protéico””.

Ensaios envolvendo essa técnica foram empregados utilizando o equipamento Photon
Counting Spectrofluorometer PC-1 (ISS, Champaing, IL) utilizando 0,1 mg/mL de proteina
SELA em tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5. As medidas foram realizadas a
temperatura de 25°C em cubeta de quartzo 10 x 2 mm utilizando-se comprimento de onda de
excitacdo de 295 nm com filtro cutoff de 305 nm (corte de 50% da intensidade em 305 nm) e
monitorando o espectro de emissdo no intervalo de 300 a 450 nm. As medidas foram feitas

em triplicatas e corrigidas para contribui¢do do tampao.
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Essa metodologia também foi aplicada em ensaios de fluorescéncia monitorando a
emissdo dos triptofanos intrinsecos da proteina SELA, frente a adicdo do ligante (tRNA).
Os espectros de emissdo foram registrados entre 300 a 450 nm utilizando-se filtro cutoff de
335 nm (corte de 50% da intensidade em 335 nm) com excitacdo da amostra em 290 nm. A
concentracdo de proteina no ensaio foi de 5000 nM de mondmeros em tampéo contendo 20
mM de fosfato de potassio sem piridoxal 5 -fosfato. O ligante tRNA** foi adicionado em
proporcBes molares iniciando o experimento na relagdo (mondmero:tRNA) 1:0,1 e finalizando
em 1:1,5; uma titulacdo controle somente com tampao e proteina foi realizada para posterior
subtracdo de sua contribuicdo. Para cada proporcdo, incubou-se a rea¢do por 20 minutos a
25°C antes da medic&o dos espectros.

3.17 Medidas de espectroscopia de fluorescéncia extrinseca

Uma nova metodologia foi utilizada na busca da confirmacdo da ligacdo da proteina
SELA ao tRNA**, a técnica de espectroscopia de fluorescéncia extrinseca.

Frequentemente, as moléculas de interesse sdo ndo fluorescentes ou a fluorescéncia
intrinseca ndo é adequada para o experimento desejado. Nesses casos, a fluorescéncia pode
ser obtida ligando-se um marcador extrinseco a molécula.

A emissdo intrinseca de moléculas de DNA e RNA apresenta-se muito fraca, e
felizmente, hd& numerosos marcadores que se ligam espontaneamente a essas moléculas e
oferecem um aumento ou um ganho na emissdo. Numerosos fluor6foros estdo disponiveis
tanto para marcacdo covalente como para ndo-covalente de &cidos nucléicos. Um dos mais
largamente utilizados é o reagente brometo de etidio, o qual é fracamente fluorescente na sua
forma livre e tem sua intensidade de fluorescéncia aumentada cerca de 30 vezes quando
ligado aos acidos nucléicos®”.

Um ensaio preliminar utilizando o equipamento Photon Counting Spectrofluorometer
PC-1 (ISS, Champaing, IL) foi efetuado através da monitoracdo da fluorescéncia extrinseca
utilizando-se como sonda o reagente brometo de etidio. Nesse ensaio foi monitorada a
emissdo do brometo de etidio frente & excitacdo de 254 nm. Esse comprimento de onda foi

escolhido, pois, segundo Sambrook e Russel, 2000%° os 4cidos nucléicos absorvem a radiacéo
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UV nessa regido e a “transmitem” para as moléculas de brometo de etidio ligadas em sua
estrutura.

Dessa forma, incubou-se 0,2 uM de tRNA** de E. coli puro e enovelado com 0,1 pM
de brometo de etidio por 15 minutos a 25°C em tampéo contendo 20 mM de fosfato de
potéssio, pH 7.5. Realizou-se entdo a adi¢do sucessiva de pequenos volumes até a
concentracdo final 10 uM de proteina SELA e para cada adicdo de proteina, a reacdo foi
incubada por 20 minutos a 25°C antes da realizacdo da medida. Os espectros foram
registrados de 500 a 700 nm com excitacdo da amostra em 254 nm e um filtro cutoff 550 nm
foi utilizado para retirar o espalhamento da luz. A emisséo foi monitorada a 600 nm que € o
pico de emissdo do brometo de etidio e a cubeta utilizada apresentava 1 cm de caminho
optico. Um controle foi realizado com adicdo sucessiva apenas de tampdo para
acompanharmos o efeito da diluicdo na emissdo do brometo de etidio e possibilitar a correcédo
dos dados.

Observadas as mudangas espectrais, ensaios com menores concentracdes de tRNA>*
(0,1 uM, 0,05 uM) foram realizados na tentativa de determinar o valor da constante de

dissociacdo do complexo SELA-tRNA®,

3.18 Marcacéo covalente do tRNA** de E. coli com reagentes fluorescentes

Buscando alternativas para seguirmos com 0s ensaios de fluorescéncia extrinseca,
optamos pelo emprego de fluoréforos mais sensiveis, mais eficientes e que possibilitassem a
realizacdo de marcacdo da molécula de tRNA** de E. coli de forma covalente e mais
homogénea (como por exemplo, 1 molécula de tRNA : 1 molécula de fluoréforo).

Primeiramente, realizou-se vérias tentativas para marcacdo da extremidade 3’OH do
tRNA** cujo procedimento baseava-se resumidamente em deacilar o tRNA puro a 42°C por
1 hora na presenca de 0,5 M de Tris-HCI, pH 8.0. Apds precipitacdo desse tRNA, 0 mesmo
era ressuspendido em 92 pl de uma solugdo contendo 3 M de acetato de sodio, pH 4,5 e
1 mM de EDTA. O volume era entdo completado para 100 uL. com 0,5 M de periodato de
sodio e a reacdo incubada em gelo por 1 hora. Por fim, era adicionado 10 pL de cloreto de
potassio 3 M e incubava-se a mistura em gelo por mais 10 minutos para precipitagdo do
periodato de sédio. O sobrenadante era aplicado em uma coluna contendo resina Sephadex
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G25 grau DNA (Sigma) para remover 0 excesso de periodato de sodio e a amostra era
precipitada com etanol absoluto. O tRNA era ressuspendido em 10 mM de acetato de sodio,
pH 4.5 e adicionava-se o fluoréforo Alexa Fluor Cadaverina 594 (Invitrogen) ressuspendido
em dimetilformamida em uma concentracdo final de 2 mM. Essa reacdo era incubada a
temperatura ambiente por 2 horas e posteriormente o tRNA marcado era purificado por meio
de gel de poliacrilamida. Entretanto, apds realizacdo de uma varredura de absor¢do da amostra
no espectrofotdmetro Hitachi U-2000 Spectrophotometer, constatou-se a falta de absorcéo no
comprimento de onda especifico para o fluoroforo escolhido (594 nm) logo, observou-se que
a marcagéo nédo havia sido bem sucedida.

Optou-se entdo pela tentativa de marcacdo da extremidade 5" do tRNA, realizando
para isso, uma prévia desfosforilacdo (segundo protocolo do Handbook of RNA
Biochemistry®®) e subsequente marcacdo com o fluoréforo 5-iodoacetaminofluoresceina (5-
IAF - Invitrogen) ressuspendido em dimetilformamida. O excesso do fluor6foro 5-1AF foi
removido através da resina Sephadex G25 e seguiu-se a precipitacdo do tRNA com posterior
purificacdo em gel de poliacrilamida. Como anteriormente, ndo foi observada absorcdo da
amostra no comprimento de onda de absorcdo correspondente ao fluoroféro 5-1AF, o qual
seria por volta de 492 nm.

Na busca por alternativas de marcacdo do tRNA*® de E. coli, encontrou-se na
literatura o kit “5” EndTag Nucleic Acid Labelling System” (Vector laboratories) o qual
promove a ligacdo covalente de uma variedade de fluoréforos na extremidade 5° de DNAS ou
RNAs. Nessa metodologia, primeiramente o tiofosfato ¢ transferido a partir do ATPyS para a
extremidade 5 -OH do &cido nucléico pela enzima T4 Polinucleotideo quinase e em seguida
um fluoréforo que reage com grupos tiol é quimicamente acoplado ao &cido nucléico, de

acordo com o esquema abaixo:

ol o*o (0N
5'HO 2 HS-P-O — ® “spo

o ODQ*oOQ

Q ‘T4 Polinucleotideo quinase Q O ‘
- ATPYS F% _ ‘

30 minutos, 37°C 30 minutos, 65°C

Figura 16 - Esquema ilustrativo do processo de marcacéo da extremidade 5" de acidos nucléicos pelo kit
“5” EndTag Nucleic Acid Labelling System” (Vector laboratories). Adaptado do protocolo do
fabricante.
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O método de marcacdo da extremidade 5 e purificacdo dos produtos marcados foram
realizados seguindo o protocolo do fabricante e esse procedimento foi empregado com
sucesso para todos os tRNAs a serem estudados. Para conferéncia da marcacéo e verificagcdo
da presenca de fluordforos livres, uma pequena aliquota do tRNA*C de E. coli marcado foi
aplicada em coluna HiTrap Desalting (GE) conectada ao cromatégrafo com monitoracdo dos
comprimentos de onda de absor¢do do tRNA (260 nm) e da sonda utilizada (fluoresceina —
495 nm).

3.19 Novo protocolo de purificacdo para a proteina SELA

Com o objetivo de obter maior rendimento para os ensaios de ligagdo SELA-tRNA
desenvolveu-se um novo protocolo para purificacdo da proteina em estudo. A metodologia de
expressao foi mantida como descrito no item 3.3 do capitulo Metodologias e 0 processo de
purificacdo manteve-se inalterado até o passo da primeira passagem pela coluna HiTrap
Desalting (GE) ap6s precipitacdo com 25% de sulfato de aménio. Ap6s a passagem por essa
coluna, adicionou-se a mistura proteica uma concentracdo final de 20% de solucdo do
reagente Nycodenz® preparado em 20 mM de tampéo fosfato de potassio, pH 7.5 sem PLP e
concentrou-se a amostra até aproximadamente 3 mL. A amostra concentrada foi submetida a
cromatografia em coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm) (GE) previamente equilibrada em
tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5 sem PLP. As fracGes obtidas foram
concentradas utilizando concentrador Amicon com corte de 100 kDa e analisadas em gel de
poliacrilamida desnaturante de acordo com a metodologia padronizada® para verificacéo da
qualidade da amostra.

3.20 Medidas de Anisotropia de Fluorescéncia

A metodologia de anisotropia de fluorescéncia é uma ferramenta poderosa na pesquisa
bioquimica. A anisotropia é baseada na existéncia de momentos de transigéo entre a absorcéo
e a emissdo de fdétons que estdo orientados ao longo de dire¢Bes especificas dentro da

estrutura do fluor6foro. Em uma solugdo homogénea os fluordforos estdo orientados
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aleatoriamente. Quando expostos a luz polarizada aqueles fluoréforos que tém seus momentos
de absorcdo de transicdo orientados ao longo do vetor elétrico da luz incidente sdo
preferencialmente excitados, ou seja, a populacdo do estado excitado esta parcialmente
orientada.

A emissdo dos fluoréforos pode ser despolarizada por varios motivos, dentre eles a
difusdo rotacional, que depende da viscosidade do meio e do tamanho e forma da molécula.
Medicbes de anisotropia revelam o deslocamento angular médio do fluoroforo entre os
momentos de absor¢do e emissdo de um foton. Tal deslocamento angular depende da taxa e
da extensdo da difusdo rotacional durante o tempo de vida do estado excitado.

Para fluoréforos pequenos em meio de baixa viscosidade, a taxa de difuséo rotacional
€ mais rapida que a taxa de emissdo, consequentemente, a emissdo € despolarizada e o valor
de anisotropia praticamente nulo®”.

No estudo em questdo, essa técnica foi utilizada para investigacdo da interacdo entre
monomeros da SELA, com o objetivo de encontrar a constante de dissociagéo do decamero, o
que proporcionaria um melhor conhecimento em rela¢do ao seu processo de formacgdo para
posteriormente estudarmos a associacdo SELA-tRNA determinando pardmetros bioquimicos
envolvidos nessa ligacao.

Mais uma vez as medidas foram realizadas em um espectrofluorimetro Photon
Counting Spectrofluorometer PC-1 (ISS, Champaign, IL) montado em geometria L para a
esquerda, a 25°C. O comprimento de onda de excitacdo das amostras foi de 495 nm e utilizou-
se filtro cutoff de 515 nm (corte de 50% da intensidade em 515 nm). Os valores de anisotropia

foram calculados pelo programa Vinci-1SS da seguinte maneira:
A Ipar — Iper
Ipar + 2lper

onde, Ipar é a intensidade de luz polarizada quando os polarizadores estdo em paralelo e Iper
é a intensidade quando os polarizadores estdo perpendiculares.

Para cada experimento foram realizadas no minimo 3 medidas para cada condicéo,
utilizando-se amostras diferentes em dias diferentes, e as medi¢bes foram feitas até que os

erros absolutos atingissem 0,005.
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3.20.1 Ensaio de titulacdo da interacdo entre monémeros da proteina SELA

Para a aplicacdo da técnica de espectroscopia de anisotropia de fluorescéncia ao
sistema estudado, houve a necessidade de marcar a proteina SELA com um fluoréforo que
ndo interferisse nos comprimentos de onda que sdo absorvidos pela proteina. Para isso,
escolheu-se o reagente fluoresceina (Invitrogen) que apresenta um 6timo rendimento quéantico
e uma boa solubilidade em &gua.

O ensaio de marcacdo foi preparado incubando-se 100 pL da proteina SELA
purificada a 1,5 mg/mL com 5 uL de fluoresceina a 25 mM, por 14 horas a 10°C. Apoés este
processo, o complexo proteina-fluoréforo foi aplicado em coluna HiTrap Desalting (GE)
acoplada ao cromatdgrafo para a separagdo do complexo SELA-fluoresceina do excesso de
fluoresceina livre. As amostras foram monitoradas a 280 nm para acompanhamento da
proteina e a 495 nm para checagem da fluoresceina.

Nos ensaios de anisotropia de fluorescéncia, titulou-se em pequenos passos 30 nM de
proteina SELA marcada com fluoresceina através de adi¢Bes sucessivas de proteina SELA
ndo marcada em uma faixa de concentracdo de 50 a 11000 nM, em tampdo 20 mM de fosfato
de potassio, pH 7.5. Apds cada adicdo de proteina incubou-se o sistema por 3 minutos antes
da realizagdo das medidas a fim de que o equilibrio do sistema fosse alcancado.

Esses ensaios foram realizados a 25°C, porém, com o cuidado para que o volume final

ndo excedesse em mais de 20% o volume inicial devido as adicGes.

3.20.2 Ensaios de titulacdo da interacdo entre tRNAs marcados com mondmeros
da proteina SELA

Para os ensaios de ligacdo da proteina SELA com os acidos nucléicos de interesse, a
posicdo 5° dos mesmos foi marcada com fluoresceina utilizando-se para isso o kit “5” EndTag
Nucleic Acid Labeling System” (Vector Laboratories) de acordo com o protocolo do
fabricante.

As medidas de anisotropia de fluorescéncia da proteina SELA com o tRNA*C de E.

coli foram realizadas a 25°C, utilizando-se 10 nM do tRNA marcado com fluoresceina
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seguindo-se adi¢des sucessivas da proteina SELA. Apos cada adi¢do de proteina incubou-se o
sistema por 3 minutos a 25°C para que fosse atingido o equilibrio.

Além do tampdo contendo 20 mM de fosfato de potéssio, pH 7.5, duas outras
condicdes de tampdes com forca ibnica mais elevada foram testadas para o ensaio de ligacao
da proteina SELA com o tRNA* e com uma isoforma do tRNA* ambos de E. coli, para

verificarmos a possivel influéncia do sal nas ligacdes. Esses tampdes eram constituidos por:

Tampaéo 1: 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5, 100 mM de NaCl e 20 mM de MgCly;
Tampao 2: 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5, 300 mM de NaCl e 50 mM de MgCl..

Para os ensaios envolvendo ligacdo da proteina SELA com os tRNAs marcados:
tRNA*® de Trypanosoma brucei, um oligonucleotideo de DNA fita simples de
aproximadamente 80 nucleotideos utilizado para amplificacdo do gene selA de M. jannaschii,
e 0s 6 mutantes, somente o tampdo padrdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5 foi testado e
as condicdes de 25°C, bem como o periodo de incubacao entre as adi¢des foram mantidos.

Em todos os ensaios envolvendo ligacdo SELA-tRNA com a finalidade de
determinacdo de constantes aparentes, as concentragdes monomeérica de proteina adicionada
foram de 1 até 25000 nM, respeitando-se a variacdo de 20% do volume.

Estudos para determinacdo da estequiometria de ligacdo SELA-tRNA*® foram
efetuados atraveés da técnica de anisotropia de fluorescéncia utilizando 40 uM de tRNA dos
quais 10 nM estavam marcados com fluoresceina e titulou-se proteina SELA na concentracdo
monomérica de 0,1 a 120 uM através de adi¢Bes sucessivas. Esse ensaio foi realizado em
tampdo 20 mM de fosfato de potéssio, pH 7.5, em triplicata e respeitando-se as condicfes de

25°C, incubacdo por 3 minutos apds cada adicao e a variacdo maxima de 20% do volume.

3.20.3 Ensaios de titulacdo da interacgdo entre proteina SELA com tRNA*® de E.
coli (titulacao reversa)

Para confirmacdo da estequiometria de ligacdo SELA-tRNA*C realizou-se o

experimento de titulacdo inverso ao descrito acima.
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Para esses ensaios de anisotropia de fluorescéncia, titulou-se a proteina SELA marcada
com fluoresceina através de adigdes sucessivas de tRNA** (ndo marcado) em uma faixa de
concentracdo de 500 a 15000 nM de tRNA, em solucdo tampédo de 20 mM de fosfato de
potassio, pH 7.5 contendo 10 uM de monbémeros da proteina dos quais 30 nM estavam
marcados. Esse experimento foi feito em duplicata por meio de adigBes sucessivas, a
temperatura de 25°C e com 3 minutos de incubacéo apds cada adicdo de tRNA™.

Os dados obtidos através dos experimentos envolvendo espectroscopia de anisotropia
de fluorescéncia foram corrigidos para diluicdo em relacdo a concentracdo de proteina ou
ligante e analisados no programa SigmaPlot 2006 (versdo 10.0).

Todas as metodologias e resultados relacionados as isotermas de interacdo entre
SELA-tRNA foram planejados, analisados e discutidos juntamente com o Prof. Dr. Luis
Mauricio Trambaioli da Rocha e Lima da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ).

3.21 Estudos de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

A metodologia de espalhamento de luz dindmico permite a determinagdo da massa
molecular e o raio de giro de macromoléculas em solugdo a partir das flutuagbes de luz
espalhada pelas amostras. As frequéncias das flutuacdes dependem do quéo rapidamente as
moléculas estdo se movendo por difusdo, e essa técnica permite relacionar esse fato com o
tamanho da molécula estudada®.

A técnica de DLS foi empregada para avaliarmos o estado de oligomerizacdo em
solucdo da proteina SELA com e sem o ligante especifico. Para isso, utilizou-se o
equipamento Zetasizer UV (Malvern) do Laboratdrio de Biofisica Molecular (IFSC - USP).
As amostras de proteina-ligante foram incubadas previamente por 30 minutos a 25°C e todas
as medidas foram realizadas nesta mesma temperatura com incubacdo prévia do equipamento
de 60 segundos, tempo de aquisicdo de aproximadamente 130 segundos e 3 medidas
sequenciais para cada amostra. As concentracfes de SELA sem ligante foram variadas de
1000 a 12000 nM e o ensaio com o ligante tRNA** foi realizado com 5000 nM de
monomeros de SELA incubados com 5000 nM de tRNA em tampédo 20 mM de fosfato de
potassio, pH 7.5.
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§d]§lﬁl/ﬁ 4— Estudos Bioquimicos e Biofisicos da
proteina SELA e do tRNA®*°

Conforme descrito no capitulo introdutério, o produto do gene selA, a proteina
Selenocisteina sintase, € uma enzima homodecamérica que apresenta o cofator piridoxal 5°-
fosfato (PLP) ligado covalentemente a sua estrutura em um residuo de lisina>*.

Estudos de Forchhammer e colaboradores, 1991°° determinaram uma massa molecular
aparente de 600 kDa para a proteina SELA nativa por meio das técnicas de permeacdo em gel
e eletroforese nativa em gel de poliacrilamida. Tais estudos também verificaram que a
proteina SELA apresentava-se com a coloracdo amarela, mostrando uma absor¢do méaxima no
comprimento de onda de 412 nm, caracteristica de enzimas contendo PLP como grupo
prostético. Também foi demonstrado nesses estudos que o borohidreto de sédio provocava
uma reacdo de reducdo entre o PLP e o grupo amino da proteina SELA eliminando a
capacidade da mesma em absorver no comprimento de onda de 412 nm e causando a

inatividade da enzima em questé&o.
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Nesse capitulo serdo apresentados resultados referentes as caracteristicas bioquimicas
e biofisicas da proteina SELA de E. coli determinadas por técnicas especificas como
cromatografia de exclusdo molecular, eletroforese nativa e desnaturante, dicroismo circular e
espectroscopia de fluorescéncia bem como, dados relacionados a amplificacdes, transcricdes

dos ligantes a serem estudados e enovelamento do tRNA** especifico.

4.1 Resultados

4.1.1 Purificacdo da proteina SELA

Apds todos os passos de purificagdo previamente estabelecidos® e detalhados no item
3.4 da secdo Metodologias, realizou-se uma analise mais aprofundada da amostra de proteina
SELA ap6s concentragdo da mesma e observou-se que uma consideravel quantidade de
contaminantes ainda estava presente. Consequentemente, mais um passo de purificagdo foi
incluido ao fim do processo com a finalidade de alcangar um maior grau de pureza da proteina
em estudo, bem como possibilitar a separacdo de diferentes possiveis oligbmeros da proteina
SELA presentes na amostra.

Apo6s o Ultimo passo de purificacdo realizado para retirada do cloreto de potassio, a
porcdo proteica foi concentrada e submetida a coluna de exclusdo molecular Superdex 200 HL
(1,6 x 60 cm) (GE). O perfil cromatografico referente a passagem pela coluna em questao,

bem como a eletroforese desnaturante (SDS-PAGE) para analise encontram-se a seguir:
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Figura 17 - Perfil cromatografico e SDS-PAGE 15% referente a eluicdo isocratica da proteina SELA pela
coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm). Em A, perfil cromatografico da passagem da proteina
SELA pela coluna de exclusdo molecular. A seta em vermelho indica o pico referente a elui¢do da
proteina SELA. Em B, SDS-PAGE 15% para analise da proteina SELA. 1) padrdo de massa
molecular (kDa); 2) proteina SELA concentrada até o volume de 1 mL apds a retirada do cloreto de
potéssio (volume inicial: 15 mL); 3) proteina eluida da coluna de exclusdo molecular (15 mL); 4)
fracdo da proteina SELA eluida concentrada até 1 mL; 5 e 6) fragBes minoritarias correspondentes
as setas em preto do perfil cromatografico.

Através do resultado obtido na Figura 17B, verificou-se a presenca de varios
contaminantes na amostra de SELA concentrada apds o passo de purificacdo para retirada do
cloreto de potassio. Como pode ser visualizado, o passo de purificagdo utilizando a coluna de
exclusdo molecular acrescido ao final do protocolo proporcionou um maior refinamento da
metodologia utilizada a medida que resultou em uma maior pureza da amostra, bem como uma
maior homogeneidade. O rendimento apresentado ao final da purificacdo foi de
aproximadamente 2,5 mg de SELA por litro de cultura.

Entretanto, um detalhe importante foi observado durante o desenvolvimento do projeto
em relacdo a expressdo da proteina SELA em células tradicionais de E. coli. Devido a proteina
SELA ser uma proteina naturalmente presente nas células de E. coli e estar-se realizando,
portanto, expressdo homologa, havia a possibilidade de a proteina SELA purificada trazer
ligada a sua estrutura decamérica moléculas do ligante especifico seril-tRNA*“. Tal fato
considerado plausivel poderia influenciar no resultado de experimentos futuros de
caracterizacdo e ligacdo. Essa possibilidade foi comprovada submetendo a proteina SELA,
apos todos os passos de purificagdo, as quantificagcfes no equipamento Qubit Fluorometer
(Invitrogen). Esse equipamento permite uma quantificagdo altamente sensivel baseada em
fluorescéncia, e através da utilizacdo de kits especificos promove uma medida seletiva para
quantificacdo de RNAs, DNAs ou proteinas. Empregou-se para a amostra em estudo o kit
seletivo para RNA, o qual realiza a leitura exclusiva de RNAs presentes, ndo detectando
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DNAs, proteinas ou nucleotideos livres; e através da leitura dada pelo equipamento, constatou-
se a real presenca de RNAs na amostra de proteina SELA purificada.

Frente a isso, algumas tentativas foram realizadas com o objetivo de retirar esse RNA
contaminante, o qual acreditava-se estar ligado a proteina, visto que a coluna de exclusao
molecular ndo foi capaz de remové-lo.

Uma primeira abordagem foi a adicdo de quantidades moderadas de cloreto de
guanidina com a intencdo de promover um leve relaxamento na estrutura quaternaria da
proteina e fazer com que o artefato desligasse.

Algumas concentracdes de cloreto de guanidina foram testadas a fim de se encontrar
uma concentragdo na qual a proteina ndo sofresse danos consideraveis em sua estrutura,

porém liberasse o artefato (Figura 18).
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Figura 18 - Anélise da variacéo das concentracdes de cloreto de guanidina (GuHCI) sob a proteina SELA
em gel nativo PhastGel 4-15% corado com nitrato de prata. 1) padrdo de massa molecular
(kDa); 0 - 2,0) proteina SELA nas concentragcdes molares de GuHCI especificadas na figura. Todas
as amostras estdo na mesma concentracéo final de proteina SELA (2,0 mg/mL).

Como pode ser observado, a partir da concentracdo de 2,0 M de cloreto de guanidina,
a proteina sofreu alteracGes conformacionais drasticas em sua estrutura. Consequentemente,
adotou-se a concentracdo imediatamente inferior, a de 1,5 M para o prosseguimento do ensaio
descrito no item 3.5 - Metodologias. Entretanto, ao final da incubagdo com 1,5 M de cloreto de
guanidina e apos a passagem da mistura pela coluna de exclusdo molecular Superdex 200 XK
(1,6 x 40 cm) (GE) para retirada de oligbmeros proteicos com estruturas conformacionais
diferentes e também do &cido nucléico contaminante, ainda detectava-se a presenga de RNAs

na amostra.
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O fato de ndo termos conseguido desligar o artefato através da tentativa de promover
um relaxamento na estrutura proteica sugeriu a possibilidade desse RNA estar ligado
covalentemente a macromolécula. Dessa forma, o que poderia estar ocorrendo seria que,
sendo a SELA uma proteina natural de E. coli, durante o ciclo celular e a inducdo de sua
expressdo, a mesma poderia reconhecer normalmente o seu ligante especifico na célula néo
havendo nada que impedisse a ligacdo covalente de moléculas de seril-tRNA*® a proteina
SELA. E, devido a super-expressdao dessa macromolécula com a inducdo por IPTG, o
selenofosfato produzido pela proteina SELD bacteriana poderia ndo ser suficiente para a
continuagdo da via por completo. Admitindo essa hipdtese, um ensaio utilizando a proteina
SELD de Trypanosoma brucei foi feito com o propdsito de fornecer selenofosfato para a
proteina SELA purificada e assim, esta realizar a incorporacdo do selénio ao aminoacido
serina liberando a molécula de tRNA. Entretanto, o resultado ndo foi satisfatorio, pois
amostras aplicadas em gel ndo desnaturante revelaram aparente protedlise ou degradagéo
proteica (dados ndo mostrados).

Outras abordagens foram testadas, dentre as quais a incubacéo da proteina SELA com
RNAses e mesmo com o reagente borohidreto de sddio, o qual promove a reducédo da ligacéo
entre 0 aminoacido serina carregado pelo tRNA*® e a molécula de PLP; no entanto, essas
alternativas ndo apresentaram resultados bem sucedidos. Acredita-se que no caso da RNAse, a
proteina SELA poderia estar protegendo esse RNA ligado, o que impediria a enzima de
realizar a digestdo do substrato.

Na busca por novas opg¢des para solucionar essa questdo, encontrou-se na literatura a
linhagem de E. coli WL81460 que apresenta deficiéncia do gene selC, consequentemente néo
produzindo o tRNA**, ligante especifico da proteina SELA. Dessa forma, expressando o gene
codificante para SELA nessa célula bacteriana teria-se maior garantia de que nenhum ligante

especifico enddgeno estaria interferindo em ensaios posteriores.

4.1.2 Lisogenia da linhagem bacteriana WL81460

A linhagem bacteriana WL81460 (FM433A(selC)400) foi gentilmente cedida ao nosso
grupo pelo Prof. Dr. August Bock do Instituto de Biociéncias Moleculares da Universidade de

Frankfurt, Alemanha, e como descrito acima, apresenta deficiéncia no gene selC néo
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produzindo o ligante especifico (tRNA*) da proteina SELA. Devido ao fato dessa bactéria
nao possuir o profago ADE3 integrado em seu cromossomo € consequentemente ndo ser capaz
de expressar genes clonados em sistema pET, tal linhagem foi submetida ao protocolo de
lisogenia descrito em Metodologias (item 3.6) utilizando-se o kit “Lambda DE3
Lysogenization” (Stratagene). O ADE3 ¢ um fago recombinante que carrega 0 gene para a
enzima T7 RNA polimerase sob controle do promotor lacUV5. A lisogenia é preparada
atraves de co-infeccdo com 3 fagos e é verificada pelo plaqueamento com o Fago T7 Tester
(um mutante com delecdo da enzima T7 RNA polimerase). Consequentemente, este fago é
incapaz de fazer halos em placas de células em que falta a enzima T7 RNA polimerase,
somente conseguindo tal fato em placas com celulas que incorporaram o préfago ADE3.

Primeiramente os fagos presentes no kit foram propagados e apds padronizada a
condicdo de uso dos mesmos seguiu-se a lisogenia da bactéria WL81460 para a incorporacao
do profago ADE3, e posterior realizacdo da verificacdo de lisogenia com o fago “Tester”.
Abaixo encontram-se as placas de lisogenia de duas col6nias relativas a linhagem
WL81460(ADE3) na presenca do fago “Tester”:

Figura 19 - Placas de lisogenia das col6nias 1 e 2 da linhagem WL81460 mostrando os halos caracteristicos
da acdo do fago “Tester” sobre lisogenos ADE3. Em A, resultado relativo a colénia 1. Em B,
resultado relativo a coldnia 2.

Os halos observados nas placas da Figura 19 revelam que as coldnias testadas
incorporaram o fago ADE3 nos cromossomos sendo agora, capazes de expressar genes
clonados em vetores de expressdo do sistema pET. Uma vez selecionado o lis6geno
WL81460(ADE3) este foi submetido ao preparo de células competentes.
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4.1.3 Clonagem do gene selA — substituicdo da marca de selecdo do vetor
PET29a(+)-selA

A linhagem WL81460(DE3), por apresentar resisténcia ao antibiotico canamicina fez
com que fosse necessario substituir o vetor de expressdo (pET29a(+)) em que 0 gene da
proteina SELA estava inserido, devido ao fato deste vetor apresentar marca de selecéo para o
mesmo antibidtico que a célula. Uma analise foi realizada na tentativa de encontrar vetores de
expressao resistentes a outro antibiotico e que possuissem sitio de clivagem para as enzimas de
restricdo para Ndel e Hindlll (New England Biolabs) utilizadas para clonagem do gene selA
no vetor de expressdo pET29a(+).

Ap6s uma busca ndo satisfatoria por vetores de expressao para subclonagem do gene
de interesse, optou-se por clonar o vetor de expressdo pET29a(+) contendo o0 gene selA com o
vetor pETDuet-1 com marca de selecdo para o antibiético ampicilina. Para isso, ambos 0s
vetores foram digeridos com as enzimas de restricdo Dralll e Sapl (Fermentas) e submetidos a
corrida eletroforética em gel de agarose 1% para recuperacdo dos fragmentos de interesse.

A clivagem do plasmideo pET29a(+)-selA com as enzimas de restricdo citadas
resultou em um fragmento de interesse de aproximadamente 4600pb que continha o gene selA
(1392pb). Ja& a clivagem do plasmideo pETDuet-1 resultou no fragmento de interesse de
aproximadamente 2200pb que carregava o gene de resisténcia a ampicilina. Ap0s a reacdo de
ligacdo, a marca de selecdo para o antibidtico ampicilina foi adicionada ao plasmideo
pET29a(+)-selA ficando este agora resistente aos antibidticos canamicina e ampicilina. Em
seguida, o produto de ligagéo foi transformado em células DH5a, extraiu-se 0 DNA plasmidial
o qual foi digerido com as enzimas de restricdo Ndel e Hindlll para verificar a liberacdo do

inserto referente ao gene selA. As eletroforeses a seguir apresentam as etapas realizadas.
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Figura 20 — Adicdo da marca de selecdo para ampicilina ao plasmideo pET29a(+) contendo o gene selA.

Em A, reacdo de digestdo com as enzimas de restricdo Dralll e Sapl da constru¢do pET29a(+)-selA
e do vetor pETDuet-1. 1) padrdo de massa molecular 1kb Plus (Fermentas); 2) vetor pETDuet-1 ndo
digerido; 3) vetor pETDuet-1 digerido; 4) plasmideo pET29(+)-selA ndo digerido; 5) plasmideo
PET29(+)-selA digerido. Em B, reacdo de digestdo da nova construgdo com as enzimas de restri¢do
Ndel e Hindlll. 1) padrdo de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) DNA plasmidial da nova
construcgdo; 3) digestdo do DNA plasmidial da nova construcdo. A seta em azul mostra o fragmento
correspondente ao gene selA.

Apo6s a confirmacdo da ligacdo, esse mesmo DNA plasmidial foi sequenciado e

transformado em células WL81460(DE3) competentes para expressdo do gene de interesse. As

metodologias para a expressdo génica e para purificacdo da proteina SELA foram realizadas

de acordo com os protocolos descritos nos itens 3.3, 3.4 e 3.5 do capitulo Metodologias. As

etapas de purificacdo da proteina SELA com a nova construgdo sdo apresentadas abaixo:
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Figura 21 - Anélise em SDS-PAGE 15% das etapas de purificagdo da proteina SELA expressa em células

WL81460(DE3). Em A, 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) fracdo precipitada apés adicdo de
25% de sulfato de ambnio; 3) fracdo coletada apds passagem pela coluna HiTrap Desalting; 4)
fracdo de proteina SELA durante a fase de lavagem da coluna Hidroxiapatita; 5) 6) 7) e 8) proteina
SELA eluida da coluna HiTrap Q HP em gradiente linear de KCI; 9) proteina SELA diluida apos
passagem pela coluna HiTrap Desalting. Em B, 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2) proteina
apos coluna HiTrap Desalting concentrada; 3) proteina SELA concentrada ap6s passagem pela
coluna de exclusdo molecular. A seta indica a proteina SELA purificada.
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Ap0s os passos de purificacdo estabelecidos, obteve-se a proteina com rendimento de
aproximadamente 2,5 mg por litro de cultura.

Essa proteina purificada foi submetida a quantificacdo de RNA presente na amostra
através do equipamento Qubit Fluoremeter (Invitrogen) nas mesmas condi¢cdes de
concentragdo proteica (2,0 mg/mL) testadas anteriormente. Satisfatoriamente, ndo foi
registrada pelo equipamento a presenca de tal contaminante.

Os resultados obtidos através da lisogenia das células WL81460, bem como da nova
construcdo e purificagdo da proteina SELA mostraram-se satisfatorios quanto ao seu grau de

pureza, possibilitando assim o prosseguimento dos experimentos.

4.1.4 Estudos de Gel filtracdo analitica

Além do objetivo de melhorar a homogeneidade e a pureza da amostra, 0s
experimentos de gel filtragdo analitica foram realizados a fim de estimar a massa molecular da
proteina SELA e consequentemente o estado oligomeérico.

Para se estimar o volume de elui¢cdo da proteina, a coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60
cm) foi previamente calibrada utilizando-se proteinas padrdo presentes nos kits de calibracdo
de coluna de gel filtracdo (GE) e através dessa calibracdo foi possivel prever a localiza¢do do
pico de eluicdo (Ve) da proteina SELA e calcular sua massa molecular de forma aproximada
como detalhado no capitulo Metodologias, item 3.10.

Utilizando-se o volume de eluicdo de cada proteina padrdo, os valores de Kavs foram
determinados e plotados contra o logaritmo das respectivas massas moleculares dessas
proteinas e a equacao da reta que descreve o comportamento apresentado foi estabelecida
como sendo: y =—0,3049 log( x) +1,8695 com r*=0,9936.
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Figura 22 - Calibra¢do da coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm) e cromatograma da etapa de purificacdo
da proteina SELA utilizando essa coluna. Em A, calibracéo da coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60
cm) utilizando proteinas padrdo. Em B, cromatograma referente & passagem da amostra de proteina
SELA pela coluna Superdex 200 HL (1,6 x 60 cm) indicando o volume de elui¢do da proteina em
estudo. A seta em preto indica a proteina eluida em tampéao 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5.

O perfil obtido no cromatograma da Figura 22B forneceu um volume de eluicdo de
48,55 mL para a proteina SELA, o qual aplicado na equacdo da reta estimou o valor para sua
massa molecular de aproximadamente 560 kDa. Considerando a massa molecular do
mondmero estimada por gel desnaturante de poliacrilamida-SDS 15% como sendo de

aproximadamente 50 kDa, pode-se concluir que as proteinas eluidas na fracdo majoritaria do

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Volume (mL)

cromatograma se apresentavam na forma decamérica.
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4.1.5 Eletroforese em gel ndo desnaturante

Para examinar o estado oligomérico da proteina SELA por outra metodologia, a

proteina purificada foi submetida a eletroforese em gel PhastGel 4-15% sob condicdes nao

desnaturantes na concentracdo de 2,0 mg/mL. Juntamente com a amostra de interesse, um

conjunto de proteinas de massas moleculares conhecidas foi aplicado como padrdo. A

distancia relativa percorrida no gel por cada proteina padrdo foi plotada em relacdo ao

logaritmo

da massa molecular de cada uma obtendo-se um grafico cuja regressdo linear

apresentou a equaco da reta dada por LogMM = —1,9692x +3,79972, sendo o r* = 0,99657.
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1 2 3
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c -— e 4— L 2,404 =
2,25
- log MM = -1,9692x + 3,79972 .
2,104 * = 0,99657
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—
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Figura 23 - Analise do estado oligomérico da proteina SELA em gel ndo desnaturante Phast System 4-15%

As

(GE) ap6s passagem pela coluna de exclusdo molecular. Em A, a seta indica a proteina SELA em
sua estrutura decamérica. 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2 e 3) proteina SELA a 2,0 mg/mL,
duplicata. Em B, regressdo linear relacionando o logaritmo das massas moleculares das proteinas
padrdo com as respectivas distancias relativas percorridas no gel.

analises por meio dessa técnica também estimaram uma massa molecular de

aproximadamente 600 kDa para a proteina SELA mostrando o estado decamérico da proteina

em estudo;

esses dados que estdo de acordo com os resultados publicados por Forchhammer e

colaboradores, 1991°.
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4.1.6 Determinacgdo do ponto isoelétrico (pl)

O pl das proteinas pode ser determinado experimentalmente, e é definido como o pH
no qual a molécula ndo migra quando submetida ao campo elétrico. Cada proteina possui um
pl caracteristico, que reflete a propor¢édo entre aminoacidos acidos e basicos presentes na sua
estrutura.

O pl experimental da proteina SELA foi determinado como descrito no item 3.12 de
Metodologias, empregando-se a distancia de migracdo no gel da proteina de interesse na

equacdo da reta obtida atraves da migragédo de proteinas padréo, pl =-0,14695+9,34182, com

r’ = 0,98309.

Ponto isoelétrico

pl=-0,14695x + 9,34182
34 1 =0,98309

T T T T

0 10 20 30 40
Distancia (mm)

Figura 24 - Andlise do ponto isoelétrico experimental da proteina SELA. Em A, PhastGel IEF 3-9: 1)
proteinas padrdo de pl; 2) proteina SELA a 2,0 mg/mL. Em B, gréfico apresentando o perfil de
migracao das proteinas padréo (distancia percorrida versus pl).

O ponto isoelétrico determinado experimentalmente para a proteina SELA purificada
foi de 6.03, levemente inferior ao valor teérico predito pelo programa ProtParam® (pl =
6.21).
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4.1.7 Estudos de dicroismo circular

A andlise da composicdo da estrutura secundéria da proteina SELA foi realizada
empregando-se a técnica de dicroismo circular e os resultados obtidos foram analisados

através do programa CDSSTR utilizando-se com os conjuntos de dados SP29 e SP37A.
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Figura 25 - Espectro de dicroismo circular da proteina SELA purificada. Média dos espectros de CD
relativa a trés experimentos medidos de 250 a 190 nm. A concentragdo de proteina SELA utilizada
foi de 0,2 mg/mL em 20 mM de tampéo fosfato de potéassio, pH 7.5, a 25°C.

As quantidades estimadas do conteido de estruturas em a-hélices e folhas-p foram de
74 a 76% e de 10 a 13%, respectivamente. Ja as estruturas em alcas, foram estipuladas entre 2
a 4% e por fim, as regides ndo estruturadas, entre 9 a 12%. Essa analise indica que a proteina
SELA é majoritariamente constituida por estruturas em a-hélices, 0 que também pode ser
observado pelo perfil de sua curva no espectro de CD, constituido por duas bandas fortemente
negativas e de magnitude comparavel proximo a 220 e 208 nm e uma banda fortemente
positiva proxima a 190 nm.

O estudo de dicroismo circular da proteina SELA por meio de desnaturagdo térmica
em tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5 teve 10 mM de DTT acrescido ao
experimento para que se evitasse a interferéncia de ligacfes de sulfeto durante o processo de
desnaturacdo. O gréfico a seguir relaciona as mudangas estruturais em relagdo a temperatura

registradas pelo dicroismo circular no comprimento de onda de 222 nm.
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Figura 26 - Curva de transi¢do referente a desnaturagdo térmica da proteina SELA. O experimento foi
realizado monitorando mudancas a 222 nm em fungdo da temperatura (10 a 90°C) utilizando 0,2
mg/mL de proteina SELA em tampéo 20 mM de fosfato de potéssio, pH 7.5 contendo 10 mM de
DTT.

Os resultados obtidos foram média de 3 experimentos independentes e a analise do
efeito da temperatura na estrutura secundaria da proteina SELA sob as condi¢des testadas
mostrou que a proteina manteve sua estrutura secundaria e estabilidade até aproximadamente
45°C. Entre as temperaturas de 60 a 70°C, foi observada uma transi¢do acentuada e acima de
70°C ndo houve mais mudancas aparentes em relacdo a elipcidade indicando provavelmente

perda total da estrutura secundaria.

4.1.8 Estudos de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca da proteina SELA

A estrutura terciaria da proteina SELA de E. coli foi estudada por meio da técnica de
espectroscopia de fluorescéncia intrinseca através dos residuos de triptofanos existentes na
estrutura, uma vez que o espectro de emisséo dos triptofanos € sensivel ao ambiente em que se
encontram fazendo disso uma caracteristica Gtil para obtencdo de informacbes sobre a

proteina em seu estado nativo.
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Figura 27 - Espectro de emissdo de fluorescéncia intrinseca da proteina SELA a 25°C. Para 0 experimento
utilizou-se 0,1 mg/mL de proteina SELA em tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5. Os
espectros de emissdo foram registrados entre os comprimentos de onda de 300 a 450 nm utilizando
excitacdo em 295 nm e filtro cutoff de 305 nm na emisséo.

Como visualizado na figura acima, o0 espectro de emissdo apresenta um maximo de
intensidade de fluorescéncia em aproximadamente 339 nm. O sinal de intensidade de
fluorescéncia obtido trata-se de uma média das contribui¢cBes dos 4 residuos de triptofanos
presentes em cada mondmero da estrutura da proteina em estudo e aparentemente o perfil de
emissdo sugere que esses residuos de triptofano encontram-se relativamente internalizados na

molécula de proteina indicando que a proteina em questao apresentava-se estruturada.

4.1.9 Amplificacdo do gene de Insercdo de Selenocisteina-tRNA* (selC) e
mutantes

Como descrito no item 3.8 da secdo Metodologias, o gene selC de E. coli e T. brucei, o
gene para uma das isoformas do tRNA*" de E. coli e os genes com as mutagdes em cada braco
referente ao tRNA** foram amplificados através de oligonucleotideos que apresentavam uma
regido complementar e posteriormente, os produtos amplificados foram purificados de gel de
agarose 2% utilizando o kit “Perfect Gel Cleanup” (Eppendorf).
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Figura 28 - Fragmentos amplificados correspondentes aos genes selC e tRNA*" de E. coli, selC de T. brucei
e aos mutantes. Em A, 1) padrdo de massa molecular 1kb Plus (Fermentas); 2) gene selC de T.
brucei (117pb) e gene para o tRNA*" de E. coli (119pb). Em B, 1) padrdo de massa molecular 1kb
Plus (Fermentas); 2) gene selC de E. coli (121pb); 3), 4), 5), 6), 7) e 8) amplificacdo dos genes
mutantes, respectivamente: mutante aceptor (119pb), D (122pb), anticodon (121pb), TyC (121pb),
variavel 1 (regido deletada — 101pb) e variavel 2 (regido substituida — 115pb).

Através dos resultados obtidos referentes as eletroforeses acima, verificou-se que 0s
fragmentos foram perfeitamente amplificados e as bandas de interesse assinaladas foram
recuperadas no gel satisfatoriamente.

Em seguida, os fragmentos moldes purificados foram submetidos a reacdo de
transcricdo in vitro empregando-se o kit “Megashortscript T7” (Ambion) devido a0 mesmo
proporcionar maior rendimento de produto transcrito (item 3.9 do capitulo Metodologia).
Apbs realizada as reacBes de transcricdo in vitro, seguiu-se o protocolo para purificacdo do
transcrito de acordo com as especificacbes do fabricante. Os transcritos purificados foram
solubilizados em agua livre de RNAse, enovelados e analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% para verificacdo de sua pureza e integridade.

A 1 2 3 B 12 3 4 56 7 8

500pb »

200pb »
75pb »
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Figura 29 - Produtos da reacéo de transcricdo in vitro apds procedimento de purificacdo. Em A, 1) padrao
de massa molecular 1kb Plus (Fermentas); 2) SELC de T. brucei (91 bases); 3) tRNA**" de E. coli
(93 bases). Em B, 1) padrdo de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) SELC de E. coli (95
bases); 3), 4), 5), 6), 7) e 8) amplificacdo dos genes mutantes, respectivamente: mutante aceptor (93
bases), D (96 bases), anticédon (95 bases), TyC (95 bases), varidvel 1 (regido deletada — 75 bases) e
variavel 2 (regido substituida — 89 bases).
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Como visualizado na Figura 29, as reacOes de transcricdo de todos os genes molde
foram bem sucedidas ndo havendo tragos visiveis de impurezas ou qualquer degradacdo do
produto.

Os transcritos foram armazenados a temperatura de -20°C até o momento de sua

utilizacéo.

4.1.10 Ensaio de dicroismo circular do tRNA*° de E. coli

O ensaio de dicroismo circular do tRNA* de E. coli empregando variacdo de
temperatura foi realizado com finalidade de acompanhar as mudancas em sua estrutura em
relacdo ao pareamento de bases. O mesmo equipamento empregado para 0S experimentos
envolvendo a proteina SELA foi utilizado e as condicGes experimentais encontram-se

descritas em Metodologia (item 3.13).
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Figura 30 - Espectros de dicroismo circular apresentando as mudangas conformacionais em funcéo da
temperatura do tRNA** de E. coli sintetizado in vitro. As diferentes cores representam as
mudancas na elipcidade em funcdo da temperatura de 85°C (inicial) a 5°C (final).

Como pode ser visualizado nesse experimento, o apropriado pareamento de

nucleotideos e consequentemente, o0 enovelamento, € relativamente mais encontrado em
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baixas temperaturas. Isso é constatado devido ao aumento da elipcidade no comprimento de
onda de 270 nm (o que representa a formagdo de pareamentos de bases) em relacdo a
diminuicdo gradual da temperatura. Esse dado mostra que a técnica empregada para o
enovelamento de moléculas de tRNA (aquecimento e depois resfriamento gradativo e lento) é

adequada pois promoveu 0 pareamento das bases e um enovelamento mais completo.

4.2 Discussao dos Resultados

O estudo da sintese do aminoacido selenocisteina e a sua incorporacdo cotraducional
em fase de leitura a codons de terminacdo (UGA) é uma via complexa que envolve muitas
caracteristicas particulares, quando comparada aos outros aminoacidos, consequentemente a
incorporacdo do elemento selénio em proteinas na forma do aminoécido selenocisteina
representa uma expansao do cédigo genético?’.

Em Escherichia coli, esse processo ocorre cotraducionalmente por meio de uma
complexa via enzimatica e a proteina Selenocisteina sintase (SELA) desse organismo é uma
enzima participante da via de incorporacdo do aminoacido selenocisteina em proteinas
apresentando uma molécula de piridoxal 5 -fosfato covalentemente ligada a sua estrutura por
intermédio de residuos de lisina. Essa enzima foi identificada e primeiramente purificada na
década de 90 por Forchhammer e colaboradores, 1991°.

O protocolo de purificacdo previamente estabelecido na literatura foi posteriormente
modificado em nosso laboratério acrescentando mais uma etapa de purificacdo utilizando
cromatografia de exclusdo por tamanho, o que possibilitou uma consideravel melhora na
pureza e homogeneidade da amostra final favorecendo a confiabilidade dos resultados.

Entretanto, a possibilidade posteriormente comprovada da existéncia de RNAS
contaminantes ligados a proteina SELA devido a realizacdo de expressdo homdloga,
desencadeou Vérias tentativas com a finalidade de promover a separacdo desse contaminante
da macromolécula em estudo, as quais ndo apresentaram sucesso. Felizmente, a abordagem de
expressdo do gene de interesse utilizando a linhagem de E. coli WL81460(DE3) promoveu
resultados importantes e satisfatorios para o andamento dos estudos, uma vez que esse sistema
garantiu a producéo da proteina SELA ausente de artefatos endogenos ligados a sua estrutura,

fato que causaria interferéncia nos experimentos de ligacdo posteriores.
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As analises bioguimicas por gel filtragdo analitica assim como os resultados obtidos
pelos experimentos de eletroforese em gel ndo desnaturante demonstram que a proteina SELA
apresenta-se com um homodecamero em solucdo. Esses dados também encontram-se em
concordancia com os resultados publicados por Forchhammer e colaboradores, 1991%°.

Anadlises biofisicas da proteina SELA apresentaram um ponto isoelétrico experimental
de 6.03, consistente com o valor predito a partir da sequéncia de amino&cidos.

Na tentativa de melhor compreensdo do comportamento estrutural e dindmico da
proteina Selenocisteina sintase, experimentos para analise de sua estrutura secundaria bem
como de desnaturacdo térmica atraves da técnica de dicroismo circular foram realizados. Os
experimentos de dicroismo circular para analise do contetido de estruturas secundarias revelou
a predominancia de estruturas em o-hélices (cerca de 74%) na macromolécula em estudo,
valor relativamente superior ao teérico (54%) predito por Forchhammer e colaboradores®
baseado na sequéncia de aminodcidos da proteina. JA o processo de desnaturacdo térmica
mostrou a preservacdo das estruturas secundarias até a temperatura de aproximadamente
45°C, condizente para suportar a temperatura normal de crescimento (aproximadamente
37°C) de bactérias E. coli sem danos em sua estrutura secundaria.

Ensaios de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca indicaram um maximo de
emissdo dos residuos de triptofano proximo a 339 nm, o que presumivelmente aponta para o
fato desses residuos estarem internalizados em um ambiente hidrofébico da proteina,
sugerindo dessa forma, que a proteina encontra-se estruturada.

Outra abordagem satisfatdria foi a alteracdo dos protocolos para producdo dos moldes
de DNA, transcricdes desses moldes e processos de purificacdo dos tRNAs transcritos; essas
modificagdes promoveram uma maior facilidade para a sintese dessas moléculas e a obtencéo
de maior quantidade e qualidade do produto final. Todos os tRNAs: SELC de E. coli, SELC
de T. brucei, tRNA*' de E. coli, e os 6 mutantes de SELC de E. coli desenvolvidos, foram
produzidos e purificados de maneira bem sucedida mostrando-se puros, integros e confiaveis
para participacdo em experimentos subsequentes.

Para ser uma molécula funcional, o tRNA precisa apresentar uma estrutura
tridimensional adequada e espera-se que o enovelamento dessa molécula seja menos evidente
em altas temperaturas®. A técnica de dicrofsmo circular mais uma vez foi utilizada para
verificar o enovelamento dos tRNAs. Com o intuito de determinar se realmente o protocolo de
enovelamento em uso promovia um pareamento de bases na molécula empregou-se o

processo de desnaturacdo térmica reversa, ou seja, iniciou-se 0 experimento a temperatura de
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85°C e promoveu-se o resfriamento gradual. Esse ensaio para tRNAs relaciona a medida
direta da quantidade de estrutura secundéria em funcdo da temperatura, e os resultados
obtidos encontram-se de acordo com o0s experimentos realizados por Moulton e
colaboradores® os quais relatam um aumento do pico em 270 nm e uma acentuagéo do vale a
210 nm a medida que a molécula de tRNA adquire uma conformacdo enovelada.
Consequentemente, tal fato sugere que a técnica de enovelamento utilizada para as moléculas
de tRNA (aquecimento e depois resfriamento gradativo e lento) foi adequada pois promoveu o
pareamento das bases complementares e consequentemente um enovelamento mais
apropriado da molécula de tRNA aumentando a confiabilidade da amostra para 0s ensaios
seguintes.

Parte desses resultados foi organizada em um artigo cientifico, o qual estd sendo
submetido para a revista internacional Protein Expression and Purification (Anexo 1).
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6%7."1?&1/@ f— Estudos de Interacdo da proteina SELA
com ligantes

O aminoécido selenocisteina (Sec) foi descoberto em meados de 1960% e ¢é
considerado o 21° aminoacido® presente em enzimas de organismos dos trés dominios de
vida: eubactéria, arqueas e eucarioto.

A sintese e incorporacdo de Sec na cadeia polipeptidica sdo realizadas através de uma
complexa via, dirigida pelo cddon de terminacdo UGA presente no RNA mensageiro®®. Em
Escherichia coli, as etapas da via de incorporacao de selenocisteina envolvem primeiramente
a aminoacilacdo do tRNA®* com o aminoécido serina pela enzima Seril-tRNA sintetase
seguida pela conversdo do seril-tRNA®* para selenocisteil-tRNA*® pela enzima
Selenocisteina sintase’®*".

Em 1992, imagens da proteina Selenocisteina sintase foram obtidas por Engelhardt e
colaboradores® através de microscopia eletronica usando a técnica de negative staining

(Figura 31).
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Figura 31 - Projecdo da proteina SELA obtida por microscopia eletrdnica utilizando a técnica de negative
staining. A preparacdo foi realizada utilizando acetato de uranila. Extraido de .

Entretanto, as projecdes obtidas ndo eram suficientes para elucidar se a proteina SELA
era formada por 5 subunidades provenientes de um polipeptideo cada ou mais do que um. As
projecdes da proteina SELA (Figura 31) permitiram estimar o volume aproximado de uma
unidade morfolégica como sendo 190 nm?, assumindo que a espessura da molécula fosse
uniforme. Essa analise proporcionou a estimativa de uma massa molecular inferior a 150 kDa,
o que corresponde a presenca de pelo menos 2 mondémeros por subunidade®. Essas
informacdes corroboram os ensaios de cromatografia de permeacdo em gel realizados por
Forchhammer e colaboradores®, os quais estimaram uma massa molecular de 600 kDa para a
enzima SELA intacta, sugerindo que uma molécula de SELA era composta por 10
mondmeros (massa molecular do monémero 50,667 kDa). Estudos da enzima SELA
realizados para determinacdo da estequiometria de ligacdo do complexo SELA-tRNA**
mostraram, através de cromatografia de exclusdo molecular, que 1 molécula de tRNA* se
liga a cada dimero da macromolécula SELA, perfazendo um total de 5 moléculas de tRNA**®
para cada estrutura decamérica proteica.

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina SELA de E. coli com
homologos em: Moorella thermoacetica, Desulfomicrobium baculatum e Haemophilus
influenzae, revelou a presenca de 3 residuos de lisina conservados localizados nas posicdes

224, 295 e 328 (numeracéo referente a sequéncia de E. coli) candidatos a ligagdo com PLP>°,
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E.coli

D. baculatum

H. influenzae

M. thermoacetica

G G Y

68 VDARLTKEAQSALRPVINLT ITNLGRALOAEAAVEAVAQAMRSPVTLEYDLDDAGRGHRD) L E.coli

67 AGAYVRTRSRPHFRRVVNA \WVLAVAEGCRHY ITGOR L, D. baculatum
67 IHSHLOKQNOVQT. AALSAM J ¢ . H. influenzae
65 IENRYHEAGRSSL L | M. thermoacetica

138 L¢ E.coli

137 D. baculatum
137 LT H. influenzae
135 L M. thermoacetica
208 E.coli

207 D. baculatum
207 H. influenzae
205 ' M. thermoacetica
278 E.coli

277 . D. baculatum
277 ¥ H. influenzae
275 W \ M. thermoacetica
348 E.coli

347 D. baculatum
347 H. influenzae
345 M. thermoacetica
418 E.coli
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Figura 32 - Alinhamento das sequéncias da enzima Selenocisteina sintase de diferentes organismos. Os
residuos de lisina conservados estdo destacados com asteriscos. Extraido e modificado de *°

Quando em E. coli, esses residuos foram separadamente substituidos por residuos de
asparagina por meio de mutagénese sitio-dirigida, observou-se que a substituicdo do residuo
de lisina da posicdo 295 aboliu a atividade catalitica da enzima bem como a ligacdo ao PLP,
constatando, portanto que o residuo de lisina dessa posicdo é essencial para a atividade da
proteina SELA de E. coli. Todas as sequéncias de aminodcidos referentes a proteina
Selenocisteina sintase, inclusive as do género Methanococcus, apresentam o residuo de lisina
homélogo a lisina 295 de E. coli*

Nesse capitulo, serdo principalmente descritos os estudos e as técnicas utilizadas para
investigacdo do comportamento da proteina SELA em solucdo e da interagdo da mesma com

seu ligante especifico (tRNA>*®) e com tRNAs diferentes.
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5.1 Resultados

5.1.1 Ensaios de Microcalorimetria por Titulacédo Isotérmica

A técnica de microcalorimetria por titulacdo isotérmica (ITC) vem sendo amplamente
utilizada para a avaliacdo termodinamica da interacdo de pequenas moléculas com moléculas
maiores como, por exemplo, proteinas'®. Essa técnica possibilita a medida direta do calor
trocado durante a ligagdo de uma molécula a proteina de interesse, permitindo a determinagédo
de parametros como variacao de entalpia do processo, constante de afinidade e estequiometria
de reacdo. A partir desses parametros podem ser calculadas a variacdo de entropia e a energia
livre de Gibbs o que consequentemente fornece um panorama completo do mecanismo
termodinamico da reacdo em questio™®.

Como inicialmente pretendido, diferentes testes em varias condi¢Ges foram realizados
tanto no Grupo de Biofisica Molecular do Instituto de Fisica de Sado Carlos (IFSC) como no
Laboratério do Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), com 0 objetivo de determinarmos o0s
parametros de interesse para a reacdo em questdo.

Infelizmente, diversos problemas ocorreram em relacdo ao equipamento e ao preparo
das amostras, dentre os quais podemos citar: a recém-instalacdo do equipamento no IFSC, bem
como a pouca experiéncia no manuseio do mesmo e conhecimento da técnica, a climatizacdo
da sala de operacdo, oscilacdo da rede elétrica, interferéncias de alguns reagentes no sinal
resposta, quantidade insuficiente de amostras para realizacdo das medidas, variacdo de pH
entre titulante e titulado, entre outros. Como ja dito anteriormente, trata-se de uma técnica
muito interessante, que fornece parametros de ligacdo importantes e confidveis, entretanto sua
aplicabilidade para o sistema estudado ndo foi satisfatéria.

Devido aos empecilhos encontrados e ao nosso grande interesse em determinar pelo
menos alguns dos pardmetros envolvidos nessa interagdo, optamos por outras técnicas para

alcangarmos o objetivo proposto.
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5.1.2 Medidas de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca

Ensaios de titulacdo da proteina SELA com seu ligante especifico tRNA>*" foram
realizados através do emprego da técnica de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca,
monitorando possiveis variacdes na emissdao dos residuos de aminoacidos aromaticos da
proteina SELA, a fim de verificarmos a ligacdo da proteina SELA com seu ligante.

Através da analise dos espectros foi observada uma diminuicdo da intensidade de
emissdo na regido de 339 nm em funcgéo de concentracdes crescentes de tRNA (Figura 33A e

B) o que sugere uma possivel interacdo entre a proteina e o ligante.
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Figura 33 - Titulagdo da proteina SELA com tRNA*® através da técnica de espectroscopia de
fluorescéncia intrinseca. Em A, o gréfico apresenta a diminuicdo da intensidade de emissao do
pico em 339 nm em relacdo a quantidade de tRNA adicionada. (©) representa a diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia a 339 nm. Em B, espectros de emissdo da proteina SELA na
auséncia e na presenca de diferentes concentracfes do ligante. Detalhes experimentais
encontram-se na se¢do Metodologias item 3.16.



Cupltule S - studes de inleragio proteimaligante

104

Devido ao uso de filtro cutoff de 335 nm (corte de 50% da intensidade em 335 nm)
para registro dos espectros de emissao, a intensidade de emissdo na regido do comprimento de
onda de 339 nm foi relativamente diminuida. Entretanto, como o pico de emissao da proteina
apresenta-se nessa regidao (item 4.1.8. do Capitulo 4), optou-se por manter a construcdo e
andlise das curvas de titulacdo no comprimento de onda de 339 nm.

Todavia, a concentracdo de SELA utilizada (5000 nM de mon6mero) é considerada
elevada para determinacdo de parametros como constantes de ligacdo, e os resultados
empregando concentracbes menores, cerca de 50 e 30 nM de mondmeros, ndao foram
satisfatorios devido a deficiéncia de um sinal adequado para o experimento (Figura 34) e ao
aspecto ruidoso dos espectros obtidos referentes a essas quantidades.
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Figura 34 - Espectro de emissdo da proteina SELA na concentracdo de 50 e 30 nM de monémeros. A
excitacdo dos residuos de triptofanos foi realizada no comprimento de onda de 290 nm e os
espectros de emissdo registrados entre 300 a 450 nm, a 25°C.

Visto que esses fatores ndo favoreciam a credibilidade do ensaio, bem como ndo
garantiam confiabilidade para a continuidade desse experimento, novas abordagens foram
testadas na tentativa de determinarmos a principio, a ocorréncia e os parametros da ligagéo em

estudo com maior credibilidade.
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5.1.3 Ensaios de espectroscopia de fluorescéncia extrinseca

Outro ensaio desenvolvido visando medir a interagdo entre o tRNA e a proteina SELA
foi baseado na medida de fluorescéncia de brometo de etidio apos intercalacdo com acido
nucléico. Uma quantidade fixa de brometo de etidio foi adicionada a amostra de tRNA e a
fluorescéncia desse reagente foi registrada em funcdo da concentracdo de SELA frente a
excitagdo no comprimento de onda de 254 nm. Os espectros foram registrados de 500 a 700
nm e a emissdo no ponto de 600 nm (pico de emissdo do brometo de etidio) foi utilizada para
a analise da isoterma de interacdo. Um controle foi realizado com a adi¢do sucessiva apenas
de tampdao ao tRNA com brometo de etidio para posteriormente subtrair a contribuicdo deste
dos resultados de titulacdo com a proteina de interesse.
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Figura 35 - Isoterma de ligagdo de SELA - tRNA**, Isoterma de ligacdo referente a titulagdo do tRNA>** (200
nM) na presenca de brometo de etidio (100 nM) pela adi¢do de proteina SELA. (e) representa a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia a 600 nm.

Nesse experimento, observou-se uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia no
comprimento de onda de 600 nm em funcdo do aumento da concentracdo de SELA. A
diminuicdo do valor de intensidade poderia estar acontecendo devido a algumas moléculas de
brometo de etidio ligadas ao tRNA serem deslocadas quando esse interagisse com a proteina
SELA. Como realizou-se a excitacdo em 254 nm, as moléculas de brometo livre em solucéo
ndo seriam tdo excitadas quanto aquelas ligadas ao tRNA. Dessa forma, a diminuicdo da

intensidade de fluorescéncia a 600 nm sugere que um menor nimero de moléculas de brometo
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de etidio estdo sendo excitadas, ou seja, mais moléculas de brometo estariam livres em
solucdo devido ao fato da formacdo do complexo SELA-tRNA ter deslocado moléculas de
brometo de etidio que estavam ligadas na regido de interacdo. O plateau final que a
intensidade de emissdo alcanca poderia ser explicado pelas moléculas de brometo de etidio
ligadas em outros sitios do tRNA ja complexado e que ndo participam da interacdo. Dessa
forma, esses resultados sugerem que a proteina SELA e o tRNA* estdo interagindo nas
condicdes experimentais testadas.

Consequentemente, optou-se por diminuir a concentracdo do tRNA marcado com
brometo de etidio a fim de determinar algum parametro de ligagdo. Para isso, concentracdes
de 100 e 50 nM de tRNA foram testadas mantendo-se a concentra¢do de brometo de etidio do
ensaio anterior. Entretanto, concentracGes mais baixas de tRNA ndo permitiram a deteccao de
variacdes relevantes no sinal de fluorescéncia. Como pode ser visualizado na Figura 36, 0s
valores de emissdo do brometo de etidio ndo sofreram alteracdes consideraveis em fungdo do

aumento da concentragdo de proteina.
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Figura 36 - Interacéo da proteina SELA com tRNA®®. Ensaio de ligagéo referente a titulagio do tRNA>** (100
nM) na presenca de brometo de etidio (100 nM) pela adigdo de proteina SELA.

5.1.4 Ensaios de crosslinking quimico

Visando caracterizar o estado oligomérico em que se encontrava a proteina SELA livre
ou na presenca de tRNA, realizou-se ensaios de crosslinking empregando o reagente
glutaraldeido, seguido por andlise da reacdo em eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE).
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De acordo com a Tabela 7, apresentada no item 3.14 do capitulo Metodologias, 0s
resultados obtidos a partir da interacdo da proteina SELA com o reagente glutaraldeido na
auséncia de tRNA mostram que aparentemente a reacdo de crosslinking aconteceu entre os
mondmeros da proteina SELA. A partir da Figura 37, observa-se uma banda majoritaria com
massa molecular aproximada entre os padrdes de 445 e 669 kDa, o que sugere um decamero
(10 x 50,6 kDa = 507 kDa). Esses resultados corroboram dados de cromatografia de
permeacdo em gel (Forchhammer e colaboradores, 1991)*® os quais sugeriam a existéncia de

SELA na forma decamérica, com massa molecular de aproximadamente 600 kDa.
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Figura 37 - Crosslinking quimico da proteina SELA com o reagente glutaraldeido em andlise por gel
nativo Phast System (GE). Géis nativos PhastGel 4-15% de poliacrilamida mostrando o resultado
do crosslinking quimico da proteina SELA. Em A, 1) proteina SELA sem crosslinking; 2) SELA
com 0,02% de glutaraldeido; 3) SELA com 0,05% de glutaraldeido; 4) SELA com 0,1% de
glutaraldeido; 5) SELA com 0,2% de glutaraldeido; 6) SELA com 0,5% de glutaraldeido. Em B, 1)
padrdo de massa molecular (kDa); 2) proteina SELA sem crosslinking; 3) SELA com 1% de
glutaraldeido; 4) SELA com 2% de glutaraldeido; 5) SELA com 3% de glutaraldeido; 6) SELA
com 5% de glutaraldeido.
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Figura 38 - Crosslinking quimico da proteina SELA com o reagente glutaraldeido em gel SDS-PAGE 10%.
Em A e B, 1 e 10) padrdo de massa molecular (kDa); 2 e 11) proteina SELA sem crosslinking; 3)
SELA com 0,01% de glutaraldeido; 4) SELA com 0,02% de glutaraldeido; 5) SELA com 0,05% de
glutaraldeido; 6) SELA com 0,07% de glutaraldeido; 7) SELA com 0,1% de glutaraldeido; 8) SELA
com 0,2% de glutaraldeido; 9) SELA com 0,5% de glutaraldeido; 12) SELA com 1,0% de
glutaraldeido; 13) SELA com 2,0% de glutaraldeido; 14) SELA com 3,0% de glutaraldeido e 15)
SELA com 5,0% de glutaraldeido.

Os resultados de eletroforese nativa mostram que a partir da concentracdo de 1,0% de
glutaraldeido 3 estados oligoméricos menores que o decdmero sdo detectados na amostra
(massas moleculares de aproximadamente 100, 200 e 300 kDa) e cuja populacdo aumenta
progressivamente em funcdo do aumento da concentracdo do agente de crosslinking. Frente a
esse resultado, acreditamos que o sistema SELA possa apresentar uma transicdo entre
diversos estados oligoméricos menores na montagem do decAmero consolidado.
Consequentemente, o reagente glutaraldeido em concentracdes mais elevadas agiu como se
tivesse registrando uma imagem instantanea, do que estava acontecendo. Isto sugere que a
proteina SELA forma a estrutura homodecameérica através de uma via populada por passos de
oligomerizacéo intermediarios, e ndo atraves de um passo Unico de montagem.

De outra forma, sugerimos que a formacdo do decamero SELA ndo ocorre em apenas
duas etapas:

Mondmero— Decameraq,

e sim, através da associagao de estados oligoméricos intermediarios como, por exemplo,

Monomero— Dimero— Tetramero— Hexamero— Decamerc
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As anédlises das reacbes de crosslinking da proteina SELA por gel SDS-PAGE
aparentemente corroboram com a hipétese apresentada acima, pois mesmo apés a reacdo de
crosslinking com altas concentragdes de glutaraldeido ainda é possivel observar a presenca de
bandas correspondentes a estruturas monoméricas, sugerindo que algumas moléculas do
sistema realmente poderiam estar em equilibrio na solucéo.

Os ensaios de crosslinking também foram feitos incubando-se 30 uM de proteina
SELA com o ligante tRNA** de E. coli e posteriormente adicionando o reagente glutaraldeido
(Tabela 8 — capitulo Metodologias). Optou-se por utilizar somente duas concentracdes de
glutaraldeido (0,1 e 0,2%) para esses ensaios e realizou-se somente a analise em gel SDS-
PAGE 10%.
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Figura 39 - Crosslinking quimico da proteina SELA com o ligante tRNA** em gel SDS-PAGE 10%. 1)
padrdo de massa molecular (kDa); 2) SELA com 15 uM de tRNA*® e 0,1% de glutaraldeido; 3)
SELA com 15 uM de tRNA™ e 0,2% de glutaraldeido; 4) SELA com 30 uM de tRNA*® e 0,1% de
glutaraldeido; 5) SELA com 30 uM de tRNA*® e 0,2% de glutaraldeido; 6) SELA com 60 uM de
tRNA*® e 0,1% de glutaraldeido; 7) SELA com 60 pM de tRNA** e 0,2% de glutaraldeido.

Aparentemente, esses resultados sugerem que o crosslinking entre proteina SELA e o
ligante tRNA®>* (SELC) foi possivel nas condigGes testadas, visto que uma banda de massa
molecular consideravelmente elevada e ausente no gel anterior (crosslinking SELA sem
tRNA) foi verificada. Tal banda indicada pela seta vermelha na figura acima, fica
proporcionalmente mais evidente com o aumento da concentracdo de tRNA*‘ na reacao,

indicando interacdo entre a proteina e o ligante de interesse.
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5.1.5 Marcacgdo da proteina SELA e dos tRNAs com fluordforo extrinseco

Apbs confirmada a interagdo entre a proteina SELA e 0 tRNA*® por meio das técnicas
de fluorescéncia extrinseca utilizando brometo de etidio e crosslinking quimico com o
emprego do reagente glutaraldeido, estudou-se novamente possiveis metodologias aplicaveis
para a determinacdo dos parametros de ligagao envolvidos na formagéo do complexo.

Optou-se pela tentativa de utilizacdo da técnica de anisotropia de fluorescéncia para
observacdo da formacdo do oligbmero da proteina SELA em solugdo, bem como para
investigar forcas dominantes e pardmetros envolvidos na interacdo SELA-tRNA®C, A
anisotropia de fluorescéncia mede, indiretamente, a movimentacdo de moléculas em solucéo;
complexos maiores apresentam valores maiores de anisotropia pelo fato de se movimentarem
mais lentamente. Através dessa técnica teria-se a possibilidade de utilizacdo de fluoroforos
mais sensiveis, mais eficientes e, para os ensaios envolvendo tRNAs, a marcacdo da molécula
de ligante aconteceria de forma covalente e mais homogénea (1 molécula de tRNA : 1
molécula de fluordforo).

Para o desenvolvimento dos estudos de oligomerizacdo da proteina SELA em solucéo,
foi necessario realizar a marcacao da proteina com o fluor6foro fluoresceina de acordo com o
protocolo do item 3.20.1, secdo Metodologias. Ap6s o tempo de incubacdo necessario para a
marcacgdo, a amostra de proteina foi submetida a coluna HiTrap Desalting (GE) em sistema
Akta Purifier (GE) para a separacdo do complexo SELA-fluoresceina do excesso de
fluoresceina livre. Esse passo foi monitorado em dois comprimentos de onda distintos:

280 nm para acompanhamento da proteina e 495 nm para acompanhamento do fluoréforo.
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Figura 40 - Cromatograma referente a separacdo da proteina SELA marcada do excesso de sonda livre.
Em A, pico referente & SELA marcada com fluoresceina. Em B e C, picos referentes ao excesso de
fluoresceina.
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O reagente de fluoresceina utilizado é um marcador eficiente que se liga
covalentemente em aminas primérias da cadeia polipetidica, ou seja, na por¢do N-terminal
proteica e em cadeias laterais de residuos de lisina e arginina.

Como pode ser observado no cromatograma acima, a proteina SELA foi eluida
conjuntamente com uma fracdo do fluoroforo, indicando o sucesso na marcagdo da proteina
de interesse.

Os tRNAs: SELC e tRNA* de E. coli, SELC de T. brucei, mutantes e um
oligonucleotideo de DNA fita simples também foram marcados para serem aplicados nos
experimentos de anisotropia de fluorescéncia. Para essas moléculas, alguns protocolos de
marcacgdo para as regides 5" e 3" livres foram testados, entretanto, somente a marcagdo da
regido 5° empregando o kit “5” EndTag Nucleic Acid Labelling System” (Vector laboratories)
foi bem sucedida e consequentemente, esse método foi empregado para todos os acidos
nucléicos utilizados nos experimentos de anisotropia de fluorescéncia. A purificacdo das
moléculas marcadas foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante do Kit citado e, em
nivel de conferéncia, uma pequena fracdo do produto marcado e purificado foi submetida a
coluna HiTrap Desalting (GE) para verificacdo da marcacdo e da presenca de fluoréforos

livres.
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Figura 41 - Cromatograma referente a marcacdo do tRNA*¢ de E. coli realizada utilizando o kit 5’
EndTag Nucleic Acid Labelling System”. A seta indica a eluicio do tRNA** ocorrendo
conjuntamente com o fluoréforo.

Como pode ser observado pela sobreposicdo das absor¢Ges em 260 e 495 nm, a
amostra de tRNA foi eluida juntamente com o fluoréforo indicando que o procedimento de
marcacdo foi feito com éxito. Além disso, ndo sdo observados no cromatograma outros picos
nos comprimentos de onda utilizados, mostrando que ndo houve degradacdo da amostra de

tRNA e que todo o fluor6foro em excesso foi removido durante as etapas de purificacdo
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realizadas. Esse fato mostrou que o protocolo utilizado para marcacdo e purificacdo dos
tRNAs foi adequado e satisfatorio.
Analise de eletroforese em gel de agarose 2% também foi realizada com os &cidos

nucléicos marcados e purificados, com o intuito de verificar a integridade dos mesmos para 0s

ensaios posteriores.
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Figura 42 - Andlise dos ligantes marcados com fluoresceina em gel de agarose 2%. Em A, 1) padrdo de
massa molecular 1kb Plus (Fermentas); 2) tRNA*® de E. coli marcado; 3) tRNA* de Trypanosoma
brucei marcado; 4) oligonucleotideo de DNA marcado; 5) tRNA carregador de serina de E. coli
marcado. Em B, 1 e 3) padrdo de massa molecular 1kb Plus (Fermentas); 2), 4), 5), 6), 7) e 8)
mutantes marcados: aceptor, D, anticoédon, TyC, variavel 1 (braco deletado), variavel 2 (braco
substituido), respectivamente.

As eletroforeses acima mostram que os tRNAs marcados ndo apresentam
contaminante ou degradacdo apds o processo de marcacdo e purificagdo que possam vir
interferir nos ensaios de anisotropia de fluorescéncia. Dessa forma, assegura-se a boa
qualidade da amostra e minimiza-se possiveis resultados provenientes de artefatos.

Depois de verificada a qualidade da macromolécula marcada e dos ligantes marcados,

os ultimos foram enovelados e armazenados a -80°C para 0s ensaios seguintes.

5.1.6 Novo protocolo de purificacdo para a proteina SELA

Devido a necessidade de concentracGes elevadas de proteina SELA para a realizacdo
dos ensaios de anisotropia de fluorescéncia, um novo protocolo de purificagdo foi
desenvolvido com o auxilio do aluno de doutorado do Instituto de Fisica de S&o Carlos,
Marcos Michel de Souza.

O protocolo inicial foi mantido até a etapa de precipitacdo da amostra com 25% de

sulfato de amonio e passagem da proteina pela coluna HiTrap Desalting (GE) para remocao
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do sal. Apds esse passo, foi acrescido a proteina a concentragdo final de 20% de solucdo de
Nycodenz® preparada em tampao 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5 sem PLP. O reagente
Nycodenz® é um derivado triiodado do &cido benzdico contendo trés cadeias alifaticas e é
rotineiramente empregado no isolamento e separacdo de particulas biolégicas como &cidos
nucléicos, proteinas, polisacarideos, organelas e virus, por meio de técnicas de centrifugacéo
(http://www.freewebs.com/eldri123/Nycodenz.pdf; http://www.freewebs.com/eldri123/
Nycodenz.pdf). Ap6s a adicdo desse reagente, a amostra foi concentrada e submetida a
cromatografia de exclusdo molecular para o alcance de melhor pureza da proteina e retirada
do reagente Nycodenz®. A proteina eluida foi novamente concentrada em concentradores de
corte de 100 kDa e o resultado analisado em gel de SDS-PAGE 15%.
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Figura 43 - Anélise das etapas de purificacdo da proteina SELA pela metodologia empregando o reagente
Nycodenz®. Em A, cromatograma referente a passagem da amostra pela coluna Superdex 200 HL
(1,6 x 60 cm). A seta em preto representa a eluicdo da proteina SELA e a seta em verde, a eluicdo
do reagente Nycodenz®. Em B, gel SDS-PAGE 15% das etapas de purificacdo: 1) padrdo de massa
molecular (kDa); 2) amostra precipitada com sulfato de amdnio; 3) amostra ap0s passagem pela
coluna HiTrap Desalting (GE); 4) amostra com Nycodenz® concentrada a 2 mL; 5) amostra eluida
da coluna de exclusdo molecular; 6) amostra eluida concentrada em concentrador de corte de 100
kDa.


http://www.freewebs.com/eldri123/Nycodenz.pdf
http://www.freewebs.com/
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A andlise do cromatograma mostra que a proteina manteve o perfil de eluigdo
(proximo a 48 mL) em relacdo a purificacdo inicialmente utilizada e que o reagente de
Nycodenz® foi removido da amostra ap0s a etapa de exclusdo molecular (eluicdo do
Nycodenz® indicada pela seta verde). O resultado da eletroforese em gel desnaturante
mostrou que a proteina encontrava-se consideravelmente pura ap06s as etapas empregadas e
consequentemente, adequada para 0s préximos experimentos.

A nova metodologia mostrou-se muito satisfatoria, rapida e simples de ser realizada
em comparacdo a utilizada anteriormente, além disso, 0 novo processo de purificacdo
proporcionou um rendimento de aproximadamente 6,5 mg por litro de cultura,
consideravelmente superior ao previamente obtido.

Essa amostra foi submetida a andlise por eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes
e ensaios dicroismo circular (dados ndo mostrados) exibindo as mesmas caracteristicas da

amostra purificada de acordo com o protocolo inicial.

5.1.7 Ensaios de anisotropia de fluorescéncia referente a interacdo entre
mondmeros da proteina SELA

Nesses ensaios buscou-se informacdes sobre o processo de oligomerizacdo da proteina
SELA, como por exemplo, a constante de dissociacdo e a presenca de intermediarios no
processo de oligomerizacdo. Devido aos ensaios de crosslinking mostrarem a presenca de
estruturas com organizacOes estruturais inferiores ao decamero, acreditavamos que em
concentragdes muito baixas de proteina como por exemplo, 30 nM, obteriamos uma maior
quantidade de estruturas no estado monomérico e, com a adi¢do sucessiva de proteina, essas
estruturas iriam se organizando formando o decamero estruturado. Para verificar essa hipétese
realizou-se o ensaio utilizando 30 nM de monbémeros de proteina SELA marcados com
fluoresceina e titulou-se sucessivamente proteina SELA ndo marcada na faixa de
concentragdo monomérica de 50 a 11000 nM. Esse experimento foi realizado com a proteina
SELA purificada de acordo com as duas metodologias descritas e ambas as proteinas
purificadas apresentaram exatamente o mesmo perfil de titulacdo. O grafico a seguir é

referente a primeira metodologia de purificacéo.
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Figura 44 - Curvas de anisotropia de fluorescéncia da titulagdo SELA-SELA. Cada curva refere-se a media
de 3 experimentos independentes.

Como pode ser observado, os valores de anisotropia aumentam gradativamente de
forma proporcional a adicdo de maiores concentracfes de proteina SELA. Verifica-se também
que ndo se consegue alcancar um plateau ao final da curva de titulagdo, o que a principio,
indicaria que a estrutura decameérica ainda néo teria sido completamente formada.

Entretanto, analisando mais cuidadosamente os resultados obtidos, verificamos que a
concentracdo de 10000 nM de mon6émeros (equivalente a 0,5 mg/mL) é uma concentracdo
relativamente elevada para que a proteina ainda ndo se estabeleca na estrutura de decamero,
concentracdo essa (10000 nM) que provavelmente ndo é encontrada em ambientes celulares

de E. coli. Essa questdo sera novamente abordada e elucidada nos proximos topicos.

5.1.8 Ensaios de titulacdo da interacdo entre tRNAs marcados com a proteina
SELA

A principio, alguns tRNAs foram selecionados para os ensaios de ligacdo com a
proteina SELA. O organismo Escherichia coli possui 4 isoformas do tRNA de serina e dentre

elas, uma foi escolhida para os ensaios de ligacdo envolvendo anisotropia de fluorescéncia. A
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isoforma escolhida (destacada em azul na figura abaixo) para o ensaio apresenta a trinca GCT
na regido do brago anticodon a qual é completamente diferente da trinca do tRNA®* (TCA).
Além disso, essa isoforma apresenta um nimero de bases préximo ao da molécula de tRNA>**
(tRNA*° — 95 bases e tRNA*" — 93 bases).

Para os mutantes, as substituicbes foram realizadas utilizando outra isoforma do tRNA
de serina (destacada em vermelho na figura abaixo), que apresenta a trinca de bases GGA na
regido do braco do anticédon. As regides substituidas incluem o pareamento das bases e a alca

formada na extremidade do braco.

EETEEGETGTCCGAGTGGC g . AGGAGCACGCCTGGAAAGTGTGT . ATACG . . GCAA . . CGTAT . CGGGGGTTCGAATCCCCC . BETEECEGCC: |Ser-GGA

S P TS I L L s cqccc . RRREREE . . .
EEAGAGHT GOCEGAGCGEC tgh  ACERACCEGTCTCGAAAACCGEA GTAGGE . GLAL . CTCTAC  COGGEGTTCAAATCCCCC | TOTETEEGCCA Ser-CGA

S P I T LT T T T, LT L cococ . DREEEREE . .
EEEEETETGECCCAGCGGT tgd . AGGCACCEETCTTGAARACCGGCGACCT . . . GAAL . . . GGGTTCCAGAGTTCGAATCTCTS. | BEETIEEGCC: Ser-TGA

B R CEEEE . LRI L it cooog . DRRRRRY . .
EETEAEE T CeCCCACAGEC tgh  AGECCCTCCOCTOCTAAGGGACT  ATGCOETCALLGCTOCAT  COGGEETTCGAATCCCCG | | COTEATECCCA Ser-GCT

Figura 45 - Isoformas do tRNA de serina de E. coli. A isoforma utilizada para o ensaio de ligacdo com a
proteina SELA apresenta-se destacada em azul. J& a utilizada para os ensaios de substituicdo de
regides do tRNA*® esta destacada em vermelho.

A escolha pelo tRNA* de T. brucei para os ensaios de ligacdo foi baseada na distancia
filogenética entre os organismos e na semelhanca da trinca na regido anticobdon (ambos com
TCA). Por fim, o DNA fita simples foi selecionado a fim de estabelecermos um
comportamento de ligacdo inespecifica para o experimento.

As medidas de anisotropia de fluorescéncia da proteina SELA com o tRNA*® e tRNA™*'
de E. coli foram realizadas em tampdo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5, bem como nos

tampdes:

Tampao 1: 20 mM de fosfato de potassio pH 7.5, 100 mM de NaCl e 20 mM de MgCly;
Tampao 2: 20 mM de fosfato de potassio pH 7.5, 300 mM de NaCl e 50 mM de MgCl..

Paralelamente, realizou-se a titulagdo do tRNA** de T. brucei e do DNA fita simples
marcados, pela adigdo de proteina SELA. Para esses dois ligantes somente foi testada a

condicdo em tampédo 20 mM de fosfato de potassio, pH 7.5.
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Figura 46 - Curvas de anisotropia de fluorescéncia da liga¢do da proteina SELA com ligantes de E. coli na
presenca de tampdes contendo concentragdes variadas de NaCl e MgCl,. Em A, tRNA* de E.
coli. Em B, tRNA*'"de E. coli.
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Figura 47 - Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligagdo SELA-ligantes. Em A, tRNA*® de T. brucei.
Em B, DNA fita simples (controle negativo).
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Figura 48 - Sobreposi¢do das curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligacdo SELA com os ligantes
tRNA** e tRNA*" de E. coli, tRNA** de T. brucei e DNA fita simples. As curvas utilizadas sdo
referentes aos experimentos realizados na condi¢éo de 20 mM de fosfato de potéssio, pH 7.5.

Através da andlise dos gréficos acima foi possivel observar o comportamento de
ligacdo inespecifica entre 0 DNA fita simples e a proteina SELA (Figura 47B), o qual serviu
como controle para esse tipo de interagdo durante os experimentos.

Notou-se também que aparentemente, a presenca de elevadas quantidades dos sais
NaCl e MgCl, ndo interferiu na ligacdo dos tRNA** e tRNA*" de E. coli com a proteina
SELA, pois ndo observou-se deslocamentos consideraveis para a direita das curvas contendo
sal em relacdo aquelas ausentes de sal. Entretanto, pode-se sugerir que o tRNA*' de E. coli
mostra menor tendéncia a ligacdo ou menor afinidade com a proteina SELA ou ainda um
mecanismo de interacdo distinto, visto que o perfil de sua curva ndo se assemelha a do ligante
especifico ou a curva controle para ligacdo inespecifica.

As curvas referentes ao tRNA*" de E. coli (vermelha) e tRNA*C de T. brucei (verde)
parecem convergir de modo similar em baixas concentragdes; entretanto, a medida que as
concentrages de SELA aumentam, a curva em verde (tRNA*C de T. brucei) segue
aumentando seu valor de anisotropia, 0 que pode sugerir uma possivel interacdo adicional

ndo-especifica.
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Uma possivel explicacdo para esse fato estaria na diferenca estrutural entre as
moléculas e consequentemente em determinadas regibes do tRNA essenciais para o
reconhecimento dos ligantes pela proteina SELA. Comparando primeiramente o tRNA** com
0 tRNA*" de E. coli, nota-se que a base U14 presente no tRNA*° é ocupada pela base A14 no
tRNA*" e mais ainda, o brago aceptor no tRNA* é constituido por 8 pb enquanto que no
tRNA*" apenas 7pb.

De acordo com estudos de Baron e colaboradores, 1990%

a substituicdo da base Ul14
por Al4 diminui a atividade in vivo para decodificacdo do UGAj4 presente no RNA
mensageiro da enzima FDHF de células contendo esse mutante. J& a diminui¢do do tamanho
do brago aceptor do tRNA** de E. coli de 8pb para 7pb aboliu completamente essa atividade
nas células. Esse estudo € compativel com os resultados acima obtidos nos quais a afinidade
da proteina SELA pelo tRNA®" é relativamente inferior comparada ao tRNA®*, visto que o
tRNA de serina testado apresenta a base A14 e 7pb na regido do brago aceptor.

Esse mesmo estudo mostra que 0 aumento de nucleotideos na regido do braco variavel
ndo causa alteracdo na atividade das células, entretanto, a diminuicdo do nimero de
ribonucleotideos nesse braco promove uma moderada queda na atividade. Acreditamos que
essa poderia ser ¢ a situacdo principal que ocorre para 0 tRNA*® de T. brucei, o qual é
formado por 17 ribonucleotideos na regido do brago variavel contra 22 do SELC de E. coli.
Nossos resultados mostram uma pequena diminuicdo da afinidade de ligagdo do SELC de T.
brucei pela proteina SELA em relacdo ao SELC de E. coli. Entretanto, essa diminuicéo é
menos drastica do que para o tRNA de serina mostrando que a diminui¢do do tamanho do
braco aceptor pode ser extremamente relevante.

Um estudo posterior poderia ser realizado para avaliar se 0 aumento do ndmero de
ribonucleotideos no braco aceptor no tRNA** de E. coli interfere na sua ligacdo com a
proteina SELA, visto que o SELC de T. brucei apresenta 9pb no braco aceptor, um

pareamento a mais do que o SELC de E. coli.
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Tabela 9 - Comparacdo do nimero de pareamentos de bases dos bragos constituintes dos tRNAs: tRNA**
e tRNA*" de E. coli e tRNA* de T. brucei.

Regido (braco) tRNA*¢ de E. coli (pb) tRNA*" de E. coli (pb) tRNA**de T. brucei (pb)
Aceptor 8 7 9
D 6 3 6
Anticdon 5 5 6
Variavel 9 7 5
TyC 5 5 4

Figura 49 - Estrutura secundéaria dos tRNAs: tRNA** e tRNA*" de E. coli e tRNA** de T. brucei. Em A, B,
e C estdo representadas as estruturas secundarias do tRNA*® de E. coli (extraido e modificado de *,
tRNA*" de E. coli (extraido do site: http://gtrnadb.ucsc.edu/Esch_coli_K12/Esch_coli_K12-
structs.html, data: 13/11/2011) e tRNA*® de T. brucei (extraido e modificado de ®),
respectivamente. Abaixo da figura, tabela apresentando o pareamento de bases de cada regido
desses tRNAs.

Com o objetivo de realizarmos um mapeamento prévio em relacdo as regides do
tRNA*® de E. coli importantes para a ligacdo e formacdo do complexo SELA-tRNA*C,
mutantes dessa molécula foram sintetizados (itens 3.8 e 3.9, Metodologias) e submetidos aos
ensaios de ligacdo com a proteina SELA através da técnica de anisotropia de fluorescéncia. A
seguir, se encontra um esquema ilustrativo apresentando os mutantes sintetizados e testados, e

em seguida as respectivas curvas de ligacdo anisotropicas.


http://gtrnadb.ucsc.edu/Esch_coli_K12/Esch_coli_K12-structs.html
http://gtrnadb.ucsc.edu/Esch_coli_K12/Esch_coli_K12-structs.html
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foram substituidas por regides equivalentes de uma isoforma do tRNA*' de E.

regibes em cores

Brago aceptor
coli.

Brago variavel
Figura 50 - Esquema ilustrando as substituicGes realizadas separadamente no tRNA*® de E. coli. As
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51 - Curvas de anisotropia de fluorescéncia da ligacdo da proteina SELA com os diferentes
mutantes do tRNA*°. Os mutantes utilizados (A a F) estdo indicados nas legendas dos graficos
em diferentes cores. As curvas em preto em todos os graficos, representam a ligacdo da proteina
SELA ao tRNA**® (SELC) para comparago dos perfis de ligagio com os respectivos mutantes.
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De acordo com os resultados acima, as substitui¢ces das regides do brago variavel e do
braco D do tRNA* de E. coli (Figura 51, painéis A e B) levaram a uma diminuicdo da
afinidade desses mutantes pela proteina SELA, indicando que essas regides podem apresentar
alguma base ou pareamento de bases importante para a formacdo do complexo. Novamente,
estudos de Baron e colaboradores, 1990*% também relatam que mudancas nessas regides
diminuem a atividade dos respectivos mutantes nas células hospedeiras, dentre elas a
diminuicao do braco variavel e a substituicdo de U14 por A14 como citado anteriormente.

Nossos dados também mostram que as substituicdes realizadas nas regides dos bragos
anticodon ¢ TyC (Figura 51, painéis C e D) ndo apresentaram alteragdo em relacdo a
afinidade de ligacdo dos respectivos mutantes para com a proteina, visto que os perfis da
curva de ligacdo praticamente sdo sobrepostos ao do ligante especifico. A surpresa desse
ensaio reside no fato da ndo alteracdo do perfil de ligacdo em relagdo ao mutante da regido do
brago anticodon, visto que o esperado era que houvesse interacdo inespecifica desse ligante
com a proteina indicando a importancia dessa regido para a ligacdo. Esse resultado sugere que
a proteina SELA poderia ndo utilizar a regido do anticodon para reconhecimento do ligante e
sim, basear sua interacdo para a formacdo do selenocisteil-tRNA>* em outras regides dessa
molécula. Em relacdo ao mutante do brago TyC, a ndo alteragdo do perfil de ligagdo pode ser
atribuida a elevada quantidade de ribonucleotideos invariantes ou semi-variantes entre 0s
tRNAs nessa regido que consequentemente, sdo comuns para 0 tRNA*" e tRNA*, O
alinhamento dessa regido evidencia os ribonucleotideos mantidos para o tRNA* e a regido
substituida no mutante do brago TyC:

GCAGGTTCGACTCCTGT - tRNA**
GGGGGTTCGAATCCCCC - regido substituida no mutante

Os resultados das curvas de anisotropia de fluorescéncia em relacdo aos tRNAs que
tiveram a regido do braco aceptor substituida e a regido do braco variavel deletada (Figura 51,
painéis E e F) apresentaram afinidade de ligacdo baixa ou desprezivel pela proteina SELA,
sendo seu comportamento semelhante ao apresentado pelo controle de ligacdo inespecifica
(DNA fita simples). Consequentemente, a interacdo que esses dois mutantes apresentaram
com a proteina SELA foi inespecifica em relacéo a ligacdo do ligante especifico, o que sugere
que essas duas regides sao relativamente importantes para a ligagdo com a proteina SELA
interferindo no reconhecimento do ligante pela proteina. Em relagdo ao mutante com o brago
aceptor substituido, aplica-se aqui 0 mesmo anteriormente exposto para o tRNA®*" de E. coli,

ou seja, a diminuicdo do pareamento de bases de 8pb para 7pb na regido aceptora pode ser o
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principal motivo da considerdvel diminuicdo da afinidade de formacdo do complexo. Em
relacdo ao mutante com completa delecdo da regido do braco varidvel, o resultado mostra o
que ja era esperado, essa regido € relativamente importante para o reconhecimento da
molécula SELC e sua interacdo com a proteina SELA.

Em sintese, podemos inferir que as regides do braco aceptor, varidvel e D apresentam-
se essenciais para a perfeita interacdo do tRNA com a proteina SELA e provavelmente mais
estudos focados nessas regifes podem ser realizados a fim de elucidar um panorama mais
especifico sobre a ligagdo em questéo.

Esses experimentos foram realizados primeiramente com a proteina SELA purificada
de acordo com a metodologia inicial e posteriormente, repetidos de acordo com a nova
metodologia. Ambos 0s ensaios mostraram exatamente o mesmo perfil de titulacdo e os
resultados apresentados neste topico foram em relacdo a proteina purificada pela nova
metodologia.

Tentativas de andlises dos dados ndo permitiram a estimativa de valores de constantes
de dissociacdo aparente (Kg) condizentes, ou seja, na maioria das vezes esses valores ficavam
em torno de 25 uM, considerados extremamente elevados para o sistema em estudo.

Na busca de um melhor entendimento para os resultados de anisotropia obtidos, o
aluno de mestrado Vitor Hugo Balasco Serrdo, através da metodologia de negative staining
realizou medidas da proteina SELA sem ligante na concentragdo de 0,5 mg/mL de SELA, em
colaboragdo com os Drs. Rodrigo Villares Portugal e Jéferson Bettini no LNNano,
Campinas/SP.

A z B

Figura 52 - Imagens de negative staining da proteina SELA na concentracéo de 0,5 mg/mL ou 10 uM de
mondmeros. Imagens de transmissdo obtidas por contraste negativo utilizando 2% de acetato de
uranila. Em A, estruturas decaméricas associadas lado a lado. Em B, estruturas decaméricas
associadas em nanotubos ou pilhas.
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De acordo com os dados de anisotropia de fluorescéncia e as imagens de microscopia
eletronica utilizando a técnica de negative staining, verifica-se que a na concentracdo de
0,5 mg/mL (10 uM de mondémero) a proteina SELA ja se encontra decamérica e mais ainda,
formando estruturas supramoleculares, por associacdo lateral e também empilhamentos,
resultando na montagem de nanotubos. A partir desses dados interpretamos as isotermas de
ligacdo SELA-SELA medidas por anisotropia de fluorescéncia como resultado da formacéo
dessas estruturas supramoleculares a partir de decaAmeros da proteina SELA. Dessa forma,
podemos sugerir que a concentracdo de formacdo do decadmero completo residiria na faixa
picomolar, visto que em concentragdes nanomolares de mondmeros ja sdo observadas
estruturas supramoleculares. Deste modo, entendemos que a constante de dissociagdo dos
decameros na presente condicdo de ensaio se encontraria em faixa sub-nanomolar.

O mesmo fato pode explicar a dificuldade na determinacdo das constantes de
dissociacdo dos complexos ligantes-SELA. Uma hipotese seria a de que a molécula de tRNA
se ligaria a uma molécula de SELA decameérica livre, mas como ainda podem existir outros
sitios livres nessa molécula proteica, 0s mesmos estando vazios, poderiam interagir
lateralmente com outras moléculas de SELA que ndo estdo associadas a ligantes ou
parcialmente associadas. Se essas Ultimas ndo estiverem associadas a ligantes, outras com as
mesmas caracteristicas poderiam se associar abaixo ou acima desta, formando empilhamento
e estruturas supramoleculares e assim, os valores de anisotropia continuariam a aumentar sem
o alcance de um plateau definido. Esse fato pode ser claramente observado nas curvas de
titulacdo realizadas tanto com os experimentos envolvendo a titulacdo proteina-proteina
quanto nos ensaios de titulacdo com ligantes especificos, inespecificos e mutantes.

Consequentemente, os resultados das titulagdes acima sdo validos devido ao fato da
proteina SELA estar na mesma condicdo para todos os tRNAs testados, ou seja a proteina
apresenta-se com a mesma caracteristica em todas as titulagdes. Entretanto, neste caso, as
curvas de titulagcdo podem ser utilizadas somente para comparagdo qualitativa entre 0s
ligantes e quanto a esse aspecto, 0S ensaios de anisotropia de fluorescéncia mostraram-se
altamente eficientes e reprodutiveis.

Contudo, analisando o ambiente celular presume-se que indubitavelmente a proteina
SELA mesmo estando em estados oligoméricos superiores ao decamero, apresente uma maior
afinidade pelo ligante especifico. Portanto, a presenca de quantidades do ligante tRNA
suficientes para saturacdo dos sitios da proteina promoveria a dissociacdo da proteina SELA
da forma estrutural “empilhada” (desfazendo as pilhas) devido a preferéncia da mesma em

interagir com o ligante especifico.
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Frente a isso, estudos de anisotropia de fluorescéncia foram realizados para
determinacdo da estequiometria de ligagdo do complexo SELA-SELC. Devido a necessidade
de elevadas concentracGes de proteina SELA, 0s ensaios estequiométricos somente foram
efetuados com a proteina SELA purificada com a utilizacdo do reagente Nycodenz® em razao
do maior rendimento obtido por essa metodologia.

Dessa forma, utilizou-se 40 uM de tRNA®* dos quais 10 nM estavam marcados com
fluoresceina e titulou-se proteina SELA na concentracdo monomérica de 0,1 uM a 120 uM
através de adicdes sucessivas em tampao 20 mM de fosfato de potassio pH 7.5, mantendo-se

as condicdes de 25°C e incubacéo por 3 minutos.
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Figura 53 - Curvas de titulacdo estequiométrica do complexo SELA-tRNA*®. As linhas em vermelho
indicam a razdo estequiométrica de 1:1 (mol:mol, moles de monémeros de SELA : moles de
tRNA*). Em A, dados brutos de anisotropia de fluorescéncia. Em B, dados normalizados para
fracdo de ligacdo. Os simbolos oe V¥ representam medidas individuais de experimentos
independentes.

Como observado na Figura 53 acima, as linhas vermelhas dos graficos indicam os
pontos de saturacdo das curvas mostrando surpreendentemente uma proporcao de ligagéo de 1
mondmero de SELA para 1 molécula de tRNA** (SELC) (1 mol de monémeros de SELA / 1
mol de tRNA®>**), perfazendo uma estequiometria de 1:1 ou de 1 decamero para 10 tRNAs.
Esse dado contraria os resultados previamente sugeridos de: um complexo 2 mondmeros
SELA : 1 SELC (10 SELA : 5 SELC), a partir da técnica de permeacdo em gel realizada por

Forchhammer e colaboradores, 1991°*

e microscopia eletronica utilizada por Engelhardt e
colaboradores, 1992%° para o estudo do complexo.
Com o intuito de verificarmos novamente o resultado estequiométrico obtido, realizou-

se a titulagdo inversa do sistema, ou seja, titulou-se proteina SELA marcada com fluoresceina
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através de adicGes sucessivas de tRNA** (ndo marcado) em uma faixa de concentragéo de 500
nM a 15000 nM de tRNA. O experimento foi realizado em solucdo tampdo de 20 mM de
fosfato de potéssio, pH7.5 contendo 10 uM de monbémeros da proteina dos quais 30 nM

estavam marcados.
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Figura 54 - Curvas de titulacdo estequiométrica inversa do complexo SELA- tRNA**. A linha em vermelho
indica a razdo estequiométrica de 1:1. Em A, dados brutos. Em B, dados normalizados para fracéo
de ligagdo (moles de monémeros de SELA : moles de tRNA*),

Novamente, as linhas em vermelho dos graficos da Figura 54 apontam o ponto de
saturacdo das curvas, podendo verificar que a partir desses pontos os valores de anisotropia de
fluorescéncia se mantém estaveis ou constantes. Esse fato indica que na concentracdo de
10 uM de SELC as moléculas de SELA presentes encontram-se com todos 0S seus sitios
ocupados; como foi utilizado 10 uM de monémeros de SELA, mais uma vez, é verificada a
relagdo 1 mondmero de SELA para 1 molécula de tRNA*, indicando que realmente ha a
possibilidade de os resultados obtidos em 1991 e 1992 estarem equivocados em relacdo a
estequiometria de ligacdo do sistema SELA-SELC de E. coli.

Como nesse ensaio os valores de anisotropia de fluorescéncia iniciam-se altos e em
seguida decrescem e estabilizam-se, acredita-se que no inicio do processo a proteina SELA
encontra-se decamérica e também em estruturas supramoleculares. A partir da adicdo do
ligante, a molécula de SELA decamérica se desprende das pilhas e devido a maior afinidade
se liga a0 tRNA**. Dessa forma, os valores de anisotropia de fluorescéncia diminuem, pois a
proteina esta deixando um estado de oligomerizagdo supramolecular (nanotubos ou pilhas)
dirigindo-se a formacdo do complexo SELA-tRNA*® o qual é relativamente menor e por sua

vez, estabilizado quando os sitios da proteina foram completamente saturados.
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Esse fato foi recentemente verificado através da técnica de microscopia eletrdnica
utilizando negative staining realizada pelo aluno de mestrado Vitor Hugo Balasco Serrdo

incubando-se a proteina SELA com concentragdes saturantes do ligante tRNA,

Figura 55 - Imagens de negative staining da proteina SELA na concentrag¢io de 10 pM de mondmeros
incubada com 12 pM de tRNA*‘. Imagens de transmissdo obtidas por contraste negativo
utilizando 2% de acetato de uranila.

Analisando a imagem acima, observa-se que respeitando a proximidade da
concentracdo estequiométrica obtida pela técnica de anisotropia de fluorescéncia (1
mondmero de SELA : 1 molécula de tRNA**) ndo foi mais verificada a presenca de estruturas
supramoleculares entre decameros da proteina SELA corroborando os dados das curvas

estequiométricas realizadas por anisotropia de fluorescéncia.

5.1.9 Estudos de Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

O experimento de DLS foi utilizado para verificar as populacbes presentes em
amostras de proteina SELA relacionando-as com alguns pontos da curva de anisotropia de
fluorescéncia para confirmarmos a presenca de formas estruturadas maiores que o decamero.
A menor concentragdo de proteina SELA detectada pelo equipamento com considerada
precisdo e confiabilidade foi de 1000 nM de mondmero estando esse valor no inicio da curva
de titulacdo proteina-proteina (Figura 44). A partir dai concentracBes crescentes foram

medidas e algumas sdo apresentadas a seguir.
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Figura 56 - Analise utilizando a técnica de DLS de diferentes concentragdes da proteina SELA. Em A, B e
C, concentracOes de mondmeros de SELA equivalentesa 1 pM, 5 uM e 12 puM, respectivamente.
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Como pode ser observado nos histogramas, logo de inicio, na concentracdo de 1 uM
de monbmeros, pode-se verificar a presenca de estruturas que apresentam raio maximo de
aproximadamente 10 nanémetros o qual corresponde a estrutura decamérica livre da proteina
SELA. Entretanto, também € verificada uma organizacéo estrutural na regido superior ao raio
de 100 nandmetros, possivelmente correspondente a estruturas proteicas “empilhadas”. As
medidas utilizando concentracBes crescentes da proteina SELA mostram um aumento na
intensidade do pico relacionado as estruturas em empilhamento a medida que a quantidade da
macromolécula presente aumenta.

Experimentos envolvendo a ligacdo da proteina ao ligante foram realizados por essa
técnica a fim de observar o desaparecimento ou diminuicdo dos estados organizacionais
supramoleculares (empilhamentos) a medida que era utilizada uma concentracdo saturante do
ligante. Os graficos a seguir mostram os resultados obtidos para as medidas realizadas
separadamente com as amostras: 5 uM de SELA e, 5 uM de SELA incubada com 5 uM de
tRNA.
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A) 5 puM de SELA:
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B) 5 uM de SELA incubada com 5 pM de tRNA:
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Figura 57 - Analise utilizando a técnica de DLS de 5 pM de proteina SELA na auséncia e na presenca do

ligante tRNA*. Em A, 5 uM de SELA. Em B, 5 uM de proteina SELA incubada com 5 uM de
tRNA,

O resultado obtido na andlise de 5 uM de proteina SELA mostra mais uma vez a
presenca majoritaria de estruturas decaméricas livres dessa proteina e fragdes menores
correspondentes a estados de organizagdo estrutural supramolecular de raios maiores.
Entretanto, quando a proteina foi incubada em concentragdes saturantes do ligante (B), houve
diminuicdo na fracdo dos picos relacionados as estruturas de raios maiores a 100 nm, néo

mais sendo detectaveis e sugerindo uma populacdo homogénea em solucdo, o complexo
SELA-tRNA®,
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Embora aparentemente os resultados obtidos pela técnica de espalhamento de luz
dindmico tendam a corroborar os dados de anisotropia de fluorescéncia e microscopia
eletrébnica (negative staining) indicando a constante associagdo da proteina SELA em
estruturas superiores ao decamero (Figura 56) bem como a dissociacdo dessas estruturas para
ligacdo ao tRNA™** (Figura 57), ndo podemos confirmar tal argumento. A divida imposta pela
metodologia em questdo esta relacionada a distingdo do contetido da amostra, ou seja, mesmo
a amostra protéica sendo criteriosamente centrifugada antes das medidas experimentais, ndo é
possivel afirmar se o pico de raio em torno de 100 nm corresponde as estruturas
supramoleculares da proteina SELA ou trata-se de algum agregado protéico que permaneceu

em solucéo.

5.1.10 Qutros estudos desenvolvidos

5.1.10.1 Estudos do gene sepsecs de Trypanosoma brucei

Paralelamente ao desenvolvimento do trabalho de pesquisa envolvendo a proteina
SELA de E. coli, algumas tentativas de se estudar o gene e a proteina SEPSECS de T. brucei
foram realizadas. Os resultados apresentados a seguir serdo somente informativos e, portanto,
ndo serdo minimamente detalhados devido ao fato do estudo do gene e caracterizacdo da
proteina ndo serem o foco principal do trabalho.

A partir do cultivo das formas prociclicas e da extracdo do DNA genémico desse
organismo, o gene codificante para a proteina SEPSECS foi amplificado (1638pb), inserido
no vetor de clonagem pTZ57R/T (Fermentas) e as coldnias transformantes de E. coli DH5a

foram selecionadas.
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Figura 58 - Amplificacdo do gene sepsecs de Trypanosoma brucei a partir de DNA gendmico e confirmacéo
dos clones obtidos. Em A, 1) padrdo de massa molecular 1 kb Plus (Fermentas); 2) reacdo de
amplificacdo do gene sepsecs de T. brucei (1638pb); 3) controle negativo da reacdo. Em B, reacéo
de PCR para amplificacdo do gene sepsecs a partir dos DNASs plasmidiais dos clones obtidos em gel
de agarose 1% apds eletroforese em TAE [1X]. 1) padrdo de massa molecular 1 kb Plus
(Fermentas); 2), 3), 4) e 5) reacdo de PCR dos clones 1, 2, 3 e 4 a partir dos DNAs plasmidiais; 6)
controle negativo da reagéo.

Entretanto, a analise do sequenciamento dos clones revelou varias mutacfes e espacos
(gaps) nas sequéncias obtidas. Consequentemente, o Prof. Dr. Dieter S6ll do Departamento de
Quimica, Bioguimica e Biofisica da Universidade de Yale, possuindo esse gene com a
sequéncia otimizada para expressdo em E. coli e inserido em vetor de expressdo pET28a(+),
gentilmente cedeu essa construcdo para nosso laboratorio, a qual foi inserida em células de E.
coli BL21(DE3) para ensaios de expressao.

Varios ensaios de expressao em diferentes condi¢Bes de temperatura e concentragdo de
IPTG foram realizados, porém ndo foram observadas consideraveis diferencas entre os testes
em relacdo a quantidade de proteina recombinante produzida. Algumas condicBes sdo

apresentadas a seguir.
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Figura 59 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% ilustrando a expressdo do gene sepsecs em E. coli
BL21(DE3) utilizando 0,5 e 0,1 mM de IPTG em meio LB. Em A, 1) padrdo de massa
molecular (kDa); 2) recombinante sem indug&o, a 37°C; 3) recombinante induzido com 0,5 mM de
IPTG, a 15°C apds 20 horas de inducdo. Em B, 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2)
recombinante sem inducdo, a 37°C; 3) recombinante induzido com 0,1 mM de IPTG, a 15°C apéds
20 horas de indugdo. As setas em verde mostram a proteina de interesse.
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Figura 60 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% ilustrando a expressdo do gene sepsecs em E. coli
BL21(DE3) utilizando 0,5 e 0,1 mM de IPTG em meio LB contendo 1 M de sorbitol. Em A, 1)
padrdo de massa molecular (kDa); 2) recombinante sem inducdo, a 37°C; 3) recombinante
induzido com 0,5 mM de IPTG, a 23°C ap6s 20 horas de inducdo; Em B, 1) padrdo de massa
molecular (kDa); 2) recombinante sem indu¢do, a 37°C; 3) recombinante induzido com 0,1 mM de
IPTG, a 23°C ap6s 20 horas de inducdo. As setas em verde indicam a proteina de interesse.

A tentativa de expressar a proteina em meio de cultura contendo sorbitol baseia-se no

fato de que proteinas recombinantes expressas abundantemente em bactérias podem

apresentar tendéncia a um enovelamento incorreto e consequentemente a se acumularem em

agregados ou corpos de inclusdo; e uma estratégia para melhorar o nivel de expressdo dessas

proteinas em forma sollvel e nativa € 0 aumento na concentragcdo celular de osmolitos e
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proteinas chaperonas. Isso pode ser realizado pelo crescimento das células bacterianas em
presenca de altas concentragdes salinas e sorbitol, bem como a exposi¢do dessas células a
passos de choque térmico para inducdo das proteinas chaperonas que podem tanto dirigir o
processo de enovelamento proteico quanto evitar a agregacdo em alguns casos'%.

Para todos os casos de inducdo testados inclusive os envolvendo passos de choque
térmico, a proteina era expressa abundantemente, porém na forma insoltvel. Alguns tampdes
contendo piridoxal 5"-fosfato e diferentes processos de lise celular foram testados e, a seguir,

é apresentada uma tabela com os tampdes utilizados e a analise eletroforética obtida:

Tabela 10 — Tampdes testados durante a lise celular bacteriana na tentativa de solubiliza¢do da proteina
SEPSECS de T. brucei.

Tampdes testados

Tampéo 1 50 mM Hepes, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, 2 mM
DTT, 10 uM piridoxal 5°-fosfato.

Tampéo 2 50 mM Hepes, pH 8.0, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 10 uM
piridoxal 5" -fosfato.

Tampéo 3 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM DTT,10 uM
piridoxal 5" -fosfato.

Tampéo 4 20 mM fosfato de Na*, pH 8.0, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, 10 upM

piridoxal 5 -fosfato.

Para todas as diferentes inducdes realizadas, o perfil obtido ap6s a lise celular foi o

mesmo para 0s quatro tampdes testados e um desses ensaios é apresentado abaixo:

Figura 61 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% ilustrando a lise bacteriana referente & indugédo da
proteina SEPSECS em meio LB com 0,5 mM de IPTG, a 15°C. 1) padrdo de massa molecular
(kDa); 2, 4, 6 e 8) fracdo insolivel com lise em tampdo 1, 2, 3 e 4, respectivamente; 3, 5, 7 € 9)
fracdo sollvel com lise em tampéo 1, 2, 3 e 4, respectivamente.
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Como em todos os tampdes a proteina SEPSECS mostrou-se insollvel, optou-se pelo
emprego de agente desnaturante (uréia) como tentativa de melhorar a solubilidade proteica.

Varias concentracdes de uréia foram testadas, entretanto, somente na concentracdo de 8 M do

agente desnaturante a proteina ficou parcialmente soltvel.
4 5

Figura 62 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% ilustrando o tratamento da frac&o insolivel com 8 M de
uréia. 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2 e 3) fracdo soltvel e insollvel apés lise celular,
respectivamente; 4 e 5) fraclo soluvel e insolivel apos a primeira lavagem com agua milli-Q,
respectivamente. 6) fragdo sollvel apos a segunda lavagem com agua milli-Q; 7) fragdo insoltvel
apos tratamento com 8 M de uréia; 8) fragdo solUvel ap6s tratamento com 8 M de uréia.

O tratamento com 8 M de uréia conseguiu solubilizar uma parte consideravel da
proteina SEPSECS e em seguida, essa fracdo solUvel foi submetida a cromatografia de

afinidade e eluida com gradiente de imidazol.
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Figura 63 - Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% apresentando a purificacdo da proteina SEPSECS em
resina de afinidade ap6s tratamento com 8 M de uréia. Em A, 1) padrdo de massa molecular
(kDa); 2 e 3) fragdo que ndo se ligou a resina; 4, 5, 6, 7, 8, 9 eluicdo com 10, 25, 50, 100, 150, 200
mM de imidazol; Em B, 1) padrdo de massa molecular (kDa); 2, 3 e 4 eluicdo com 300, 400 e 500

mM de imidazol.
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As fracOes correspondentes as canaletas de 6 a 9 (A) e 2 a 4 (B) foram reunidas e
dialisadas em membrana de dialise de 10 kDa. O processo de dialise para reenovelamento da
proteina foi realizado de forma gradativa, no qual o agente desnaturante era retirado aos
poucos do contetdo proteico. Entretanto, essa metodologia ndo foi bem sucedida devido a
presenca de pequenos granulos logo nos primeiros passos de troca de tampdo de diélise e a
auséncia de proteina soluvel no final do experimento.

Outras possibilidades foram testadas na tentativa de solubilizar e purificar a proteina
SEPSECS para futuros ensaios cristalograficos, porém todas as abordagens realizadas ndo

foram satisfatdrias e optou-se entdo, pelo ndo prosseguimento no estudo dessa proteina.

5.2 Discussao dos Resultados

O gene selC, codificante para o tRNA®*, foi identificado como um dos quatro genes
cujos produtos s&o necessérios para a formacéo de selenoproteinas em E. coli **. Na via de
sintese e incorporacdo do aminoécido selenocisteina, a molécula de tRNA®** é aminoacilada
com L-serina pela enzima Seril-tRNA sintetase®® que entdo, serve de substrato para a
Selenocisteina sintase (SELA), uma enzima que contém piridoxal 5°-fosfato ligado
covalentemente a sua estrutura. Através da desidratacdo do residuo de serina e subsequente
adicdo de selénio reduzido, a enzima SELA cataliza a conversdo do seril-tRNA* para
selenocisteil-tRNA*® 1%,

Tanto a sequéncia de tRNA*® como seu padrio de bases sdo (inicos®®>. Essa molécula
apresenta variacbes em algumas posicOes de sua sequéncia até entdo consideradas invariantes
nas estruturas de tRNAs de elongacdo’®. Essas variacdes sao: a presenca de 8 pb na regido do
braco aceptor, um residuo de purina na posicdo 8, um par purina-pirimidina nas posicoes
11/24, pirimidinas nas posicdes 14 e 15, e um anticodon (UCA) correspondente ao codon de
terminacdo UGA'Y". Estas caracteristicas estruturais podem estar envolvidas em funcées de
tRNA*® como por exemplo: interagdo com a enzima biosintética Selenocisteina sintase,
interacdo com o fator de traducdo SELB e exclusdo ou impedimento da interagdo com
EF-Tu'®,

Em nosso estudo, diversas técnicas foram empregadas para uma analise mais

detalhada da interagéo entre a proteina SELA com o ligante tRNA®*, com o objetivo principal
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de mapear as regides do tRNA>** importantes para a formagdo do complexo em questdo, bem
como, verificar a estequiometria de ligacdo por meio de uma técnica confiavel e reprodutivel.

A técnica de microcalorimetria por titulacdo isotérmica (ITC) tem a capacidade de
determinar parametros termodindmicos de interacdes bioquimicas medindo diretamente a
energia liberada ou absorvida em uma reacdo. A tentativa de aplicacdo dessa metodologia
para o estudo das energias envolvidas na interacdo SELA-tRNA®* foi realizada por um longo
periodo de tempo tanto no Grupo de Biofisica do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC)
como no Laboratorio do Prof. Dr. Marcelo Matos Santoro da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). Entretanto, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios e inlmeras
limitacOes foram encontradas em relacdo ao preparo das amostras a serem testadas.

O emprego da técnica de espectroscopia de fluorescénca intrinseca também néo
proporcionou resultados aplicaveis ou conclusivos para o sistema estudado devido a falta de
sensibilidade do ensaio em baixas concentra¢cdes de amostra. Além disso, fatores relacionados
ao filtro interno (absorcéo de luz pelo tRNA no comprimento de onda de excitagdo) poderiam
ser empecilhos para uma analise mais apurada e precisa dos dados obtidos. Consequentemente
buscou-se técnicas mais sensiveis e nas quais o fluoréforo ndo apresentasse comprimentos de
onda de absorcdo ou emissdo na faixa dos aminoacidos aromaéticos (triptofano, tirosina e
fenilalanina).

Como ainda nédo tinhamos verificado precisamente a interagdo da proteina SELA com
0 tRNA**, um ensaio prévio foi realizado empregando a metodologia de fluorescéncia
extrinseca monitorando a emissdo do reagente brometo de etidio. Esse ensaio possibilitou
evidenciar a ocorréncia de interacdo entre a proteina SELA e o ligante especifico, uma vez
que a variacdo no sinal de emissdo do brometo de etidio foi detectada. Essa variagcdo
visualizada pela diminuicdo das intensidades absolutas de emissdo do reagente brometo de
etidio pode ser atribuida ao fato da ligacdo proteina-tRNA deslocar moléculas de brometo de
etidio anteriormente ligadas ao tRNA na regido de interacdo com a macromolécula. Dessa
forma, o aumento do nimero de moléculas de brometo de etidio livres em solugdo levaria a
diminuicdo dos valores de intensidade de emissdo, visto que tais moléculas livres ndo
estariam fluorescendo. O plateau final que a intensidade de emissdo alcanca seria explicado
pelas moléculas de brometo de etidio ligadas em outros sitios do tRNA ja complexado e que
ndo participam da interacdo. Para a confirmacao da interacdo do complexo em estudo, uma
elevada quantidade de tRNA foi utilizada (0,2 uM). Entretanto, para alcangar os objetivos
pretendidos (constante de dissociacao, a principio) concentragcdes menores de tRNA deveriam

ser empregadas. Infelizmente, concentracbes inferiores de tRNA ndo proporcionaram


http://pt.wikipedia.org/wiki/Termodin%C3%A2mica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bioqu%C3%ADmica

Cupltule S - studes de inleragio proteimaligante

140

sensibilidade suficiente e sinal resposta adequado por parte do equipamento possivelmente
devido ao fato da reduzida quantidade de moléculas de tRNA utilizada no ensaio e
consequentemente, poucas moléculas de brometo de etidio com capacidade para
fluorescéncia.

Os ensaios de crosslinking quimico mostraram-se bastante interessantes, pois
permitiram visualizar formas estruturais da proteina SELA inferiores a sua organizacéo
decamérica, sugerindo que em solucdo haveriam estados oligoméricos inferiores ao decamero
e que possivelmente esses estados poderiam estar em equilibrio com uma pequena fracdo de
moléculas SELA decaméricas.

O crosslinking quimico entre a proteina SELA e o ligante tRNA*® também
apresentou-se satisfatorio a medida que foi possivel a verificacdo de uma banda de massa
molecular bastante elevada no gel SDS-PAGE 10% estando essa ausente no gel onde somente
crosslinking proteico foi efetuado. Outra caracteristica é que essa banda ficou
proporcionalmente evidente a medida que se elevam as concentracfes de tRNA na reacdo.

Embora os ensaios de fluorescéncia extrinseca utilizando brometo de etidio e os
ensaios de crosslinking quimico confirmaram a interacdo proteina-ligante, essas metodologias
né&o foram capazes de fornecer os parametros de ligacéo de interesse do sistema em estudo.

Consequentemente optou-se pelo emprego da técnica de anisotropia de fluorescéncia
como mais uma tentativa para elucidar as questdes de interesse. Para isso foi necessaria a
marcacdo da proteina SELA e dos ligantes a serem testados com fluor6foros comerciais
consideravelmente mais sensiveis quando em baixas concentracdes €, com comprimentos de
onda de absorcdo e emisséo relativamente distantes dos relacionados aos componentes do
sistema. O reagente fluoresceina foi selecionado para marcacdo tanto da proteina SELA em
regibes de aminas primarias como para marcagao da posi¢do 5 dos tRNAs ligantes.

Entretanto, como a demanda de proteina SELA pura para a realizacdo desses ensaios
seria relativamente elevada e visto que o protocolo de purificagdo inicial era
consideravelmente demorado e agressivo para a proteina em estudo, um novo protocolo de
purificacdo foi estabelecido no qual o tempo de purificacdo foi reduzido pela metade e o
rendimento do produto final foi consideravelmente aumentado (alcangando 6,5 mg por litro de
cultura). Essa nova metodologia de purificagdo proporcionou uma proteina SELA pura,
estavel e com as caracteristicas biofisicas e bioquimicas idénticas a purificada pela
metodologia inicial.

Os ensaios de anisotropia de fluorescéncia realizados com o objetivo de verificar o

processo de oligomerizacao da proteina SELA ndo apresentaram uma regido de plateau final a
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qual indicaria a completa formag&o da estrutura decamérica. Contrariamente ao esperado, 0s
valores de anisotropia de fluorescéncia tendiam a aumentar indefinidamente. Frente a esse
fato curioso, imagens de microscopia eletrnica da proteina SELA foram registradas
empregando-se a metodologia de negative staining. As imagens obtidas revelaram que a
proteina SELA decamerizada é capaz de se organizar em estruturas supramoleculares em
forma de pilhas ou aglomerados laterais, explicando os acontecimentos constatados nos
experimentos de anisotropia de fluorescéncia. Esse fato também foi observado nos ensaios de
espalhamento de luz dinamico (DLS), nos quais mesmo em concentracdes relativamente
baixas (1000 nM de mondmeros), a proteina SELA ja apresenta estruturas com elevado estado
organizacional (raio maximo da ordem de 100 nm). Essas estruturas ndo se apresentam na
forma de precipitados ou agregados visiveis e sim, solGveis, visto que as amostras de proteina
foram criteriosamente centrifugadas antes da execucdo de cada experimento.

O fato da proteina SELA se organizar em estruturas superiores ao estado decamérico
mesmo em concentragdes baixas como verificado pela técnica de DLS, torna improvavel a
determinacdo das constantes de dissociacdo do decamero SELA por intermédio da técnica de
anisotropia de fluorescéncia. Consequentemente pode-se inferir que o valor da constante de
dissociacgdo para o decamero SELA estaria na ordem de concentragdes picomolares, as quais
ndo sdo alcancaveis e detectaveis por essa metodologia nas condi¢cGes empregadas.

Os ensaios de anisotropia de fluorescéncia para analise da interacdo da proteina SELA
com diferentes tRNAs apresentou resultados interessantes e curiosos. Primeiramente, notou-se
que a variacao da concentracdo salina no tampdo ndo afetou 0 modo de interacdo da proteina
com os ligantes tRNA** e tRNA*" de E. coli. Entretanto, ambos interagem com a proteina
SELA por meio de mecanismos diferentes, sendo o tRNA**" o que apresenta menor afinidade
devido provavelmente as diferencas na composicdo de bases e na organizacdo estrutural.
Como ja mencionado na secdo de resultados, estudos de monitoramento in vivo, realizados
por Baron e colaboradores, 1990*% demonstraram que a diminuicéo do braco aceptor de 8pb
(tRNA**) para 7pb (tRNA*") é um fator fundamental para a atividade das células testadas e
por sua vez, a reducdo do bragco varidavel proporciona diminuicdo da atividade das
selenoproteinas FDHy e FDHy. De acordo com nossos estudos, a manutengdo do pareamento
de bases do braco aceptor mostra-se essencial para a adequada interacdo do tRNA com a
proteina SELA e a diminuicio da extensdo do braco variavel (tRNA** de T. brucei) realmente
promove uma diminuicdo na afinidade de ligacdo em relagdo ao tRNA®** especifico.

A interpretacdo do perfil obtido na interacdo SELA-tRNA*' de E. coli pode sugerir

um mecanismo de interacdo para esse tRNA baseado na afinidade de ligagdo com a proteina
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SELA. Como visualizado, a proteina SELA apresenta-se organizada em uma fracdo
decamérica livre e em uma fragao “empilhada”. Consequentemente, podemos sugerir que o
tRNA de serina (curva vermelha — Figura 48) interaja apenas com as moléculas de SELA
decaméricas livres (que ndo estdo organizadas em pilhas), ndo apresentado afinidade
suficiente para fazer com que um decamero SELA se desligue da pilha. Esse fato faz com que
o valor de anisotropia de fluorescéncia tenda a se estabilizar mais precocemente.

Em relacdo aos tRNAs mutantes, as substitui¢cbes nas regides do brago variavel e D do
tRNA® por regides correspondentes do tRNA* promoveram uma diminuicdo da afinidade
da proteina SELA por esses tRNAs indicando a presenca de estruturas ou pareamentos de
bases importantes dessas regides. De acordo com estudos de Baron e colaboradores, 1990'% a
manutencdo da base U14 no braco D do tRNA*, bem como o pareamento de 9pb do brago
variavel sdo considerados importantes para a eficiéncia da via e consequentemente nossos
estudos corroboram essa afirmacéo, visto que essas duas alteragfes levaram a diminuigédo da
afinidade de ligacéo.

Mutantes dos bracos anticodon e TyC nao apresentaram qualquer diferenca no perfil
de ligacdo em relacdo ao tRNA®** especifico, indicando que a composicéo e os pareamentos
dessas regides ndo sao fundamentais para a ligacdo do tRNA a proteina SELA.

A diferenca primordial foi observada em mutantes do braco aceptor e delecdo do brago
variavel, visto que para esses tRNAs a interacdo tRNA-SELA apresentou perfil de ligacdo
idéntico ao ligante inespecifico (DNA fita simples). Consequentemente, esse resultado indica
que alteracdes nessas regides sdo grandemenete prejudiciais a formacdo do complexo SELA-
tRNA. No mutante do brago aceptor, a diminuicdo da afinidade pode ser atribuida a
diminuicdo do pareamento de 8pb para 7pb nessa regido e em relagdo ao mutante contendo
delecdo do braco variavel essa drastica diminuicdo da atividade mostra que essa regido pode
ser importante tanto para a ligacdo a proteina como para a manutencdo da estrutura
tridimensional da molécula de tRNA.

Entretanto, devido a proteina SELA apresentar-se em estruturas supramoleculares, 0s
resultados de interacdo da proteina com os tRNAs testados ndo permitem a extrapolacdo de
valores de constantes de dissociacdo para a ligacdo proteina-proteina ou proteina-ligante,
logo, tais curvas podem ser utilizadas somente para uma analise qualitativa das interacdes
testadas. Essa analise qualitativa é passivel de ser realizada devido a proteina SELA
apresentar-se nas mesmas condigOes estruturais (livre e empilhada) em todos os ensaios com
tRNAsS.
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Atraves dessas andlises, foi possivel estabelecer um prévio mapeamento na molécula
de tRNA de regides importantes para a interagdo e formagdo do complexo SELA-SELC,
permitindo que haja um maior direcionamento das mutacdes em regides especificas da
molécula de tRNA**,

Os resultados dos ensaios de titulacdo estequiométrica empregando a técnica de
anisotropia de fluorescéncia revelaram-se surpreendentes, pois contradizem os dados
publicados na literatura no inicio da década de 90. Segundo Forchhammer e colaboradores,
1991°* e Engelhardt e colaboradores, 1992% a estequiometria de ligacido do complexo SELA-
tRNA®* é dada por uma molécula de tRNA ligada a cada duas subunidades de 50 kDa cada da
enzima, ou seja, 1 molécula de tRNA por dimero de SELA (1 decdmero para 5 tRNAS).
Nossos dados utilizando a técnica de anisotropia de fluorescéncia tanto de titulacdo direta
como inversa, apontam para a ligacdo de 1 molécula de tRNA por cada monémero de SELA
perfazendo uma estequiometria de 1 decamero para 10 tRNAs. Este fato é suplementado pelas
imagens obtidas pela microscopia eletrdnica utilizando a técnica de negative staining as quais
mostraram que nas proximidades das condicdes estequiométricas de 1 monémero SELA para
1 molécula de tRNA néo foi detectada a presenca de estruturas empilhadas de proteina SELA,

indicando que os resultados anisotrdpicos revelam o comportamento real desse sistema.
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§d]§lﬁl/ﬁ 5— Conclusdes e Perspectivas do Trabalho

Esse trabalho possibilitou a elucidacdo de novos conhecimentos sobre a via de
insercdo do aminoacido selenocisteina em E. coli, em especial da proteina Selenocisteina
sintase (SELA) e de seu ligante especifico tRNA**. Os resultados apresentados referentes a
caracterizacdo da proteina SELA relataram a utilizacdo de diversas técnicas biofisicas e
bioquimicas as quais proporcionaram informacfes mais aprofundadas do comportamento
dessa macromolécula em solucdo. Tais técnicas empregadas permitiram confirmar a presenca
do homodecamero SELA (600 kDa) em solucdo, determinar o ponto isoelétrico experimental
(6.03), estimar o conteudo de estruturas secundarias da proteina (a-hélices: cerca de 74%) e
definir através do processo de desnaturacdo térmica a temperatura na qual as estruturas
secundérias da macromolécula ainda sdo preservadas. Além disso, ensaios de crosslinking
quimico da proteina SELA com o reagente glutaraldeido possibilitaram visualizar formas
estruturais da proteina SELA inferiores ao decamero, sugerindo que em solucdo ha a
ocorréncia de um estado de equilibrio com outros estados oligoméricos.

Consequentemente, devido a demanda elevada de proteina para 0s ensaios, um novo
protocolo de purificacdo da proteina SELA foi desenvolvido sendo este mais eficiente e

rapido em relagdo ao utilizado anteriormente.
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Para andlise da formacgdo do complexo SELA-SELC em solugdo, algumas abordagens
foram realizadas com a finalidade inicial de confirmar essa interagéo e determinar parametros
da ligacdo da proteina SELA com o tRNA®*. A técnica de espectroscopia de fluorescéncia
extrinseca utilizando o reagente brometo de etidio como fluoréforo permitiu a confirmacao da
interacdo entre esses dois componentes da via de incorporacdo de selenocisteina in vitro e
através do crosslinking quimico entre a proteina SELA e o ligante tRNA*® foi possivel
verificar novamente a interacao de ambos.

A utilizacdo da metodologia de anisotropia de fluorescéncia, juntamente com a técnica
de microscopia eletronica e DLS permitiram a obtencdo de informacgdes extremamente
importantes e inéditas em relacdo ao comportamento da proteina SELA em solu¢do na
auséncia e na presenca do ligante SELC. Essas analises mostraram que a proteina SELA se
associa em estruturas supramoleculares (nanotubos ou pilhas) e que tais estruturas sao
desfeitas na presenca de concentragBes equimolares de tRNA,

A técnica de anisotropia de fluorescéncia permitiu também a realizagdo de um
mapeamento das regides do tRNA*® importantes para a interagdo e reconhecimento dessa
molécula pela proteina SELA assim como, a determinacdo da estequiometria de ligacao
SELA-tRNA** em solugdo como sendo 1 : 10 (1 molécula de SELA decamérica : 10
moléculas de tRNA*) e ndo 1 : 5 (1 decAmero para 5 tRNAs) como relatado na literatura.

Devido ao forte impacto do resultado estequiométrico SELA-tRNA**, analises
utilizando a técnica de crio-microscopia eletronica serdo realizadas para corroborarem 0s
dados de anisotropia de fluorescéncia obtidos.

Em paralelo, estudos mais direcionados envolvendo mutagdes pontuais ou de porcoes
menores na molécula do tRNA*® poderiam agora ser efetuados nas regifes que se
apresentaram mais importantes para a interacdo com a macromolécula, como apresentado
nesse trabalho. Dessa forma, poderia-se obter um mapeamento mais especifico e detalhado
das bases importantes para a ligacdo em questé&o.

Além disso, estudos de ligacdo do complexo SELA-tRNA** com outras proteinas da
via de insercdo de selenocisteina poderiam ampliar o conhecimento sobre 0os mecanismos de
ligacdo e fornecer maiores informagOes sobre essas interacdes permitindo avangarmos cada
vez mais no conhecimento sobre a forma como essas estruturas se complexam e exercem suas

funcoes.
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ABSTRACT

Selenocysteine synthase (SELA, E.C. 2.9.1.1) fisaherichia coli is a homodecamer pyridoxal-
5 -phosphate enzyme responsible for the convemsimeryl-tRNA® into selenocysteyl-tRNA®

in the biosynthesis of the 9Jamino acid, selenocysteine (Sec or U). Here, vgeritge the cloning

of the E. coli selA gene into a modified pET29a(+) vector, its expmsdn E. coli strain
WL81460, a crucial modification allowing SELA expston without bound endogenous RNA.
This expression strategy allowed the purificatiord additional biochemical and biophysical
characterization. The homogeneous SELA proteinagageved using two chromatographic steps.
Size Exclusion Chromatography and Native Gel Etgidioresis showed that SELA maintains a
decameric state with approximate molecular mass00f kDa with an isoelectric point of 6. A
predominance ofi-helix structures was detected by Circular Dicroisith thermal stability up to
45 °C.

Keywords:. selenocysteine synthase; pyridoxal-5"-phosphateular dichroism; fluorescence.

INTRODUCTION

The amino acid Selenocysteine (Sec) was discoveretd-1960 [1] and is considered the
21™ amino acid [2] present in organisms of all threemdins of life: eubacteria, archea and
eukaryotes, although not ubiquitous to all memidethese domains. Being an additional amino
acid residue to the canonical 20, it has a defioedon for incorporation. This is fixed in all
selenocysteine-containing organisms as a UGA-Sdorcthat is differentiated from the normal
UGA-Stop codon by the cis-signaling of the SECI§usnce (SElenoCysteine Incorporating
Sequence). [7]. The initial steps of this pathwayoive the charging of tRNA® with serine by



Seryl-tRNA synthetase (SerRS), followed by the @sion of seryl-tRNA* into selenocysteyl-
tRNA®*° by Selenocysteine synthase (SELA, E.C. 2.9.1.1)5]4 SELA is only found in the
domain eubacteria and i coli, converts seryl-tRNE° (Ser-tRNA®) into selenocysteyl-tRNA®
(Sec-tRNA®Y in a pyridoxal-5"-phosphate (PLP) dependent meisha [5, 6], and was first
characterized as a homodecamer of approximate BaQ 6]..

SELA catalyzes the conversion of serine into satgsi@ine in a two-step reaction. In the
first step, SELA binds to Ser-tRN& resulting in the formation of a Schiff base betwdlee a-
amino group of lysine 295 residue with the carbomiythe pyridoxal-5"-phophate, eliminating

sec

water and generating the enzyme-bound dehydro{alBRNA>"" intermediate [7]. In the second
step of the reaction occurs the transfer of seleagphate, to the intermediate molecule [8, 9],
completing the synthesis of selenocysteine. In B@kand archaea the conversion from Ser-
tRNA**“to Sec-tRNA* occurs by a different pathway involving sequentie phosphorilation of
Serine and conversion to Sec-tRNAby two enzymes, a phosphoseryl-tR#4inase (PSTK)
and Sep-tRNA:Sec-tRNA synthase (SepSecS). [10].

Aiming to better understand the selenocysteinerpa@ation pathway, we cloned SELA
gene into a modified expression vector and expdegseprotein in a specifi€. coli strain, whose
tRNA®° was deleted, allowing for the preparation of RN@ef SELA in large ammountsThe
native conformation and isoelectric point of pwifi protein was analyzed by biochemical
methods and additional analyses were performedguiiorescence spectrocopy and circular
dichroism, revealing that this expression methodults in a protein consistent with the

biologically active SELA for biochemical investiga.

MATERIALSand METHODS
Cloning, bacterial strains, lysogeny and growth conditions.

The selA gene was amplified fronk. coli K12 genomic DNA (DNAeasy Tissue Kit -
Qiagen) by polymerase chain reaction (PCR). Twaooleoxynucleotide primers for PCR
amplification SELA-1 (5-ACTGTATCATATGACAACCGAAACGCGTTTCCTCTATAG-3)
and SELA-2 (5-TAGCTAAGCTTCATTTCAACAACATCTCCAAAAAC CG-3'), with Nde |
and Hind 1l restriction sites respectively, were synthesiz based on the available sequence
(Genebank accession number POA821). The PCR reactimtaining 100 pmabf each primer
and approximately 300 ng &. coli genomic DNA, was carried out in a PCR-100 thernctcy
(MJ Research Inc.) with 2.5 U of Platinum Taq DNAlynerase High Fidelity (Invitrogen)

according to the manufacture’s instructions. Thapga was subjected to 3 min denaturation at 96



°C followed by 30 cycles of denaturation at“@bfor 0.5 min, annealing at & for 0.5 min and
extension at 68C for 1.5 min.

The 1392pb product aelA gene was purified in a 1% agarose gel and clontdNdel-
Hindlll digested pET29a(+) vector and transformedBncoli DH5a competent cells. - The
recombinant plasmid was extracted and sequencednfirm the nucleotide sequence Sambrook
and Russel [11]Escherichia coli WL81460 strain, a derivate of strain FM433 cargyisn in-
frame deletion in theelC gene and kanamycin resistant was a kind lgyftProfessor August Bock
(Biocience Mollecular Institute from University Bfankfurt, Germany).This strain was modified
for expression of T7 RNA polymerase enzyme by gemortegration of theDE3 prophage using
Lambda DE3 Lysogenization kit (Stratagene) follogvimanufacture’s instructions. Plasmid
pPET29a(+) kanamycin resistance gene was changachpacilin resistance with the pET-Duet-1
vector sequence usinBra Il and Sap | restriction enzymes (Fermentas). The ampicillin
pET29a(+) was transformed intB. coli WL81460{DE3) competent cells and selected by
ampicillin, 5Qug/ml and kanamycin, 3@/ml in LB agar medium.

To overexpress the encoded SELA protein , 3 litéfs. coli WL81460QDE3) cells were
grown aerobically in LB selective medium to Qydg.of 1.0 at 37° C, the culture was induced by
the addition of 0.1 mM IPTG for 2 h at 37°C. Cellere harvested by centrifugation at 4.000 x g
and stored frozen at - 20° C.

Purification and characterization of SELA protein

The recombinant SELA protein purification steps evbased on the protocol established
by Forchhammer and co-workers [3] with modificaiom short, the frozen cells were solubilized
in buffer A (20 mM potassium phosphate, pH 7.5,/ M0 PLP and 1(ag/mL lysozyme) and
ultrasound disruption (550 Sonic Dismembrator Fisbaentific) by four cycles of 20 sec pulses,
with 45 sec of rest. The cell extract was clarifiegl centrifugation at 30.000 x g for 30 min
(Sorvall RC Plus), the supernatant was precipitaethe addition of ammonium sulfate to 25%
saturation in ice and centrifuged at 20.000 x g2@min. The sediment was suspended in buffer
A and desalted on a 5 mL Hi Trap Desalting colu@gi) previously equilibrated with buffer A at
a flow rate of 2.0 mL/min. The desalted fractionsvagplied in a 2.0 x 12.0 cm Hydroxyapatite
ion exchange column (Bio-Rad) and SELA eluted asflbwthrough. The purified SELA was
applied to a Hi Trap Q HP ion exchange column (&tf) eluted with 300 mM KCI in buffer A of
a linear KCI gradient (0 mM to 1000 mM). Recombin&ELA protein was desalted again as
described previously and the fractions collectegtenadjusted to 10% of glycerol, concentrated

up to 8.0 mg/mL by ultrafiltration (10 kDa cutoffembrane; Amicon).



Purified SELA was analyzed by size exclusion chrmg@phy in a Superdex 200 HL column
(1.6 x 60 cm size) (GE) equilibrated with bufferwithout PLP and SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis according to Laemmli (1970) [12igGMerization states were verified by 4-15%
native gradient gel electrophoresis inPhast System (GE) using molecular weights standards
containing thyroglobulina (669 kDa), ferritin (44Da), catalase (232 kDa) and aldolase (140
kDa). The concentration of pure SELA protein sSolus was determined spectrophotometrically
at 280 nm by considering the predicted aromaticnamaicids content and the predicted extinction
molar coefficient § = 35410 M' cni?) obtained from ProtParam tools [13]. Isolelecfdcusing
was done with thd”hast System (GE) using precast PhastGel IEF gels (pl rangg ar@l pl

markers according to the manufacturer’s instruation
Circular dichroism spectroscopy (CD) and Intrinsic fluor escence spectr oscopy

Far UV CD spectra of 0.2 mg/ml of SELA protein idn2M potassium phosphate (pH 7.5)
were recorded over a wavelength range of 190 -r@d®y signal averaging of 16 accumulations
using a scanning speed of 100 nm Tia spectral bandwidth of 1 nm, and a responseSo$e€,
in a Jasco J-715 spectropolarimeter (Jasco). Batdysis was performed using CDSSTR
program and SP29 and SP37A were used as proteahadas [14]. Thermal denaturation of
SELA at 0.2 mg/ml concentration was performed imR0 potassium phosphate (pH 7.5) and
10mM Dithiothreitol. The thermal denaturation prsgavas followed by measuring the decrease
in CD signal at 222 nm as a function of temperat8LA protein was allowed to equilibrate at
10° C and then heated at 1° C thimp to 90° C.

Intrinsic fluorescence measurements were performedquartz 10 x 2 mm cuvette using
an ISS-PC1 spectrofluorimeter (ISS, Champaingatld5 °C using 0.1 mg/ml of SELA protein in
20mM potassium phosphate, pH 7.5. Emission spacira recorded in a range of 300 to 450 nm
using an excitation wavelength of 295 nm and aft®@@b nm filter in the emission. The results
are an average of three independent experimentgacid measurement was corrected for buffer

contribution.

RESULTS and DISCUSSION
Purification and oligomerization analysis of SELA protein

Escherichia coli WL81460¢DE3) strain was chosen for expression of SELA pnadeie to
its deficiency in the production of SELA specifiRNA (seryl-tRNA®9. This characteristic



allowed us to oobtain a more homogeneous samplgeldisas more accurate biochemical and
biophysical characterizations and are relevantiferinvestigation of all tRNA-binding proteins.
Purified SELA protein from WL8146@QDE3) strains achieved a high homogeneity after
size exclusion chromatography using a Superdex R0Q16 x 60 cm) column which has a
separation range to globular proteins from 10,0D@ ko 600,000 kDa. The results showed an
isolated peak that was eluted in the exclusionmelwf 12 mL which correspond the decameric
structure of SELA protein (Figure 1A). SDS-PAGE lgss confirmed the purity of the sample
and the approximate monomer molecular mass of &) kEigure 1B)The purified SELA protein
oligomerization state was verified by native gradligel electrophoresis (4% to 15%) (Figure 2)
The results from both methods i.e. Size Exclusidmp@Gmatography and Native Gradient Gel
Electrophoresis are consistent and showed thatett@mbinant SELA protein is purified in the
decameric form with a calculated molecular mas$Q@#,000 kDa. The experimental isoelectric
point determined of 6.03 (Figure 3), is consistaith the predicted value of 6.21. These results
are in agreement with data published by Forchhamamer co-workers [3] confirming that the

recombinant SELA obtained is in its biologicallytige form.

Circular dichroism (CD) and thermal denaturation

To further characterize the recombinant SELA ol&djnCircular Dichroism (CD) and
Thermal Stability tests were performed. The far OW spectra at 25 °C displayed two negative
bands at 222 and 208 nm and a positive band n€anr2QFigure 4).
The estimatedi-helix andp-strands content ranged from 74% to 76% and frofb 16 13%,
respectively with a content of turns approximai@y2% to 4% and unrelated structures from 9%
to 12%. These results indicate that the puriitedoli SELA protein is mainly formed by-helices
and with a significanf-strands content, consistent with the Methanocc@mnesci structure, were

the putative SELA of archaea is mostly formed dipelices and has R-strand core (REF).

Temperature effect on SELA secondary structure sdowthat the protein stability is
maintained up to 45° C. SELA has a thermal traorsifrom 60 to 70° C with a Tm of 60° C and
an evident plateau above 70 °C in which all secondé&ructures were lost and the protein is

completely denatured (Figure 4B).

Intrinsic fluor escence spectr oscopy

The secondary structure of SELA protein frencoli also was studied by tryptophan
intrinsic fluorescence.



The SELA emission spectrum showed a maximum fluemese wavelength at 336 nm

approximately upon excitation at 295 nm (Figure H)e high signal of fluorescence intensity
obtained is an average of the contributions of fihe tryptophan residues presented in each
monomer of SELA protein and indicated that these&ltees are relatively buried in the structure of

the protein.

CONCLUSIONS

Selenocysteine synthase (SELA) frden coli is a pyridoxal-5"-phosphate containing e
enzyme responsible for the formation of selen@ydRNA>*° from seryl-tRNA®® and
selenophosphate [15]. The expression of SELAEincoli strain WL8146((DE3) and the
establishment of a purification protocol is of ke&ace since we have shown that the protein
expressed in SelC containiig coli cells binds endogenous RNA, probably tRNA, and tkico-
purified. This SELA protein may be heregoeneougha number of tRNA molecules bound per
SELA, compromising subsequent biochemical invesbga. The analysis of the recombinant
SELA, free of bound RNA is consistent with the estpd results for the native protein by SDS-
PAGE analysis, that revealed a 50 kDa monomer hadnative gradient gel electrophoresis
demonstrated that a decamer is formed as a stejdewric state. Albiophysical analysis of the
SELA protein are consistent with the expected dtarsstics ofE. coli SELA. Its isoelectric point
is of 6.03, whereas circular dichroism studies a¢a@ that the enzyme has secondary structure
content compatible with the putative SELA from Mngsci, approximately 74%-helixes and
10% pB-strands. Thermal denaturation assays showedhbaeicondary structure of SELA is stable
up to 45°C indicating a compact decameric structute stable SELA-SELA binding and the
intrinsic fluorescence indicate that the tryptophessidues are buried in a hydrophobic
environmental of the protein. This study completaetata previously published and contribute
establishing a robust expression model for the reziyee of bound RNA. These results should be
taken into consideration in all cases of heterolsgaomologous expression of recombinant RNA-
binding proteins, to avoid the inadverted carryoseendogenous RNAs that may interfere with

further biochemical characterizations.
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Legends:

Figure 1: Final steps of purification of SELA protein usingggrdex 200 HL (16 x 60 cm) column (GE).

(A) Profile chromatography of SELA protein monitdrat wavelength of 280 nm. (B) Samples were
analyzed by SDS-PAGE (15%). Lane 1, molecular-weligitvine albumin (66 kDa), egg albumin (45 kDa),
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kiaaponic anhydrase (29 kDa), trypsin inhibitor (20
kDa), a-lactalbumin (14 kDa) (Sigma). Lane 2, pre-coluinane 3, elution of SELA protein (major peak of

Figure 1A).

Figure 2: Analyze of oligomeric state of SELA protein usingtive gel electrophoresis. (A)ane 1,
molecular-weight thyroglobulina (669 kDa), ferri{i#40 kDa), catalase (232 kDa) and aldolase (14&) kD
Lane 2, SELA protein concentrated auMl after size exclusion column. (B) Linear regreasgwaph for
evaluation of molecular mass of SELA protein.

Figure 3: Analysis of experimental isoelectric point of SEpfotein. (A) Lane 1, Reference proteins. Lane
2, Purified SELA protein at 2.0 mg/ml. (B) Lineattihg of pH gradient profile to determine experim
SELA isoelectric point.

Figure 4: Circular dichroism analysis of recombinant SELAtein.Panel A: CD spectra of native SELA
at concentration of 0.2 mg/ml in 20 mM potassiurogghate buffer (pH 7.5). The spectra were recoated
25 °C from 250 to 190 nmPanel B: Transition curve of thermal denaturation of SELAotgin.
Experiements were performed monitoring the chaag@22 nm as function of temperature (10Qpwith

0.2 mg/ml protein in buffer with 10 mM of DTTo avoid the interference of sulfite bonds during
denaturation processhe results are an average of three independpetiements.

Figure 5: Intrinsic fluorescence emission spectra of SELratgin at 25 °C using 0.1 mg/ml of SELA
protein in 20mM potassium phosphate, pH 7.5. Emisspectra in a range of 300 to 450 nm were redorde
using an excitation wavelength of 295 nm and af€@tb nm filter in the emission.
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Because of its elevated cellulolytic activity, the filamentous
fungus Trichoderma harzianum has a considerable potential
in biomass hydrolysis applications. Trichoderma harzianum
cellobiohydrolase 1 (7hACBHI), an exoglucanase, is an
important enzyme in the process of cellulose degradation.
Here, we report an easy single-step ion-exchange
chromatographic method for purification of 72CBHI and
its initial biophysical and biochemical characterization.
The ThCBHI produced by induction with microcrystalline
cellulose under submerged fermentation was purified on
DEAE-Sephadex A-50 media and its identity was confirmed
by mass spectrometry. The ThCBHI biochemical
characterization showed that the protein has a molecular
mass of 66 kDa and pI of 5.23. As confirmed by small-
angle X-ray scattering (SAXS), both full-length 7/CBHI
and its catalytic core domain (CCD) obtained by digestion
with papain are monomeric in solution. Secondary structure
analysis of ThCBHI by circular dichroism revealed o-
helices and B-strands contents in the 28% and 38% range,
respectively. The intrinsic fluorescence emission maximum
of 337 nm was accounted for as different degrees of
exposure of ThCBHI tryptophan residues to water.
Moreover, ThCBHI displayed maximum activity at pH 5.0
and temperature of 50°C with specific activities against
Avicel and p-nitrophenyl-B-p-cellobioside of 1.25 U/mg
and 1.53 U/mg, respectively.
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Cellulose, a major component of plant cell wall, is a
linear polymer consisting of b-anhydroglucopyranose units
joined together by B-1,4-glycosidic bonds with degree of
polymerization ranging from 100 to 20,000 [11, 14, 52, 56,
57]. The crystalline cellulose is highly stable, which
implicates that most of cellulose degradation in Nature has
to be accomplished by enzymes [27, 53, 56]. The complete
enzymatic cellulose hydrolysis involves synergistic actions of
endoglucanases (E.C. 3.2.1.4), exoglucanases/cellobiohydrolases
(E.C. 3.2.1.91), and B-glucosidases (E.C. 3.2.1.21) [25, 48,
56, 57]. All these enzymes are industrially important, and
are being used in the pulp and paper, textile, and detergent
industries. More recently, the use of cellulases for the
industrial conversion of cellulose-containing biomass to
fermentable sugars as an alternative to fossil fuels has
attracted considerable attention [27, 36, 38, 40].

Amongst fungal cellulases, the enzymes from Trichoderma
reesei and Humicola insolens have been most intensively
studied by structural and biochemical tools [15, 17, 18, 44,
51]. The major components of the cellulolytic enzyme
complex of 7. reesei, with almost no exceptions, all have
the same canonical bimodular organization composed of a
large catalytic core domain (CCD) connected to a small
cellulose-binding module (CBM) via a long and heavily
O-glycosylated linker peptide. It has been proposed that
the two domains, CCD and CBM, of cellobiohydrolases
interact simultaneously with the cellulose surface, each
with different binding specificities, thereby enabling the
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enzyme to move along the cellulose surface by two-
dimensional lateral diffusion [44, 45, 48].

The CAZy [11] classification of the cellulases into glycoside
hydrolase (GH) families is based on the three-dimensional
structure of the enzyme [24, 26]. The cellobiohydrolase |
from T reesei (TrCBHI) is an exoglucanase that belongs to
the GH-7 family and hydrolyzes the p-1,4-linkages of a
cellulose chain from its reducing end [13, 49]. 7#*CBHI is
the major component of the 7 reesei cellulase system. The
catalytic core domain (CCD) structures of 7*CBHI revealed a
central structural motif constituted mainly by an antiparallel
B-sandwich motif that bears four surface loops, which
decorate the concave face of the sandwich forming the
cellulase-binding tunnel [18, 44]. In the process of enzymatic
catalysis, the cellulose polysaccharide chain slides through
the substrate-binding tunnel, and every second glycosidic
bond is correctly presented to the catalytic apparatus located
at the far end of the tunnel. This explains why the enzymes
progressively liberate disaccharide units (cellobiose) from
the cellulose chain [17].

Although the structure—function studies of cellulases
are a rapidly developing area, more biochemical information
about a wider range of enzymes is needed in order to
comprehend in depth the fine details of the molecular
mechanism of enzymes action. So far, little is known about
the cellulolytic machinery of the filamentous fungus
Trichoderma harzianum. In this study, we purified and
conducted initial biochemical and biophysical characterizations
of both native TACBHI and its core catalytic domain from
the promising cellulolytically competent Trichoderma
harzianum 10C-3844 strain.

MATERIALS AND METHODS

Reagents
CM-cellulose, Avicel, and papain were from Sigma-Aldrich. Other
reagents were of analytic grade.

Strain and Spore Counting

Trichoderma harzianum 10C-3844 was obtained from the culture
collection of Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, RJ,
Brazil. Its spores, kept at -80°C in 20% (v/v) glycerol, were used to
inoculate potato dextrose agar (PDA) Petri plates (Difco Laboratories,
USA). Seven days after inoculation at 30°C (or after strong sporulation
occurred), the spores were harvested by washing the Petri plate with
10 ml of sterile saline and the spore concentration was determined
in a Neubauer chamber after appropriate dilution.

Pre-Culture and Production Media

Pre-cultures were carried out in medium adapted from Mandels and
Weber [34], which contained 0.3 g/l urea; 2.0 g/l KH,PO,; 1.4 g/l
(NH,),SO,; 0.4 g/l CaCl,2H,0; 0.3 g/l MgSO,-7H,0; 0.6 g/l yeast extract;
5.0 mg/l FeSO,-7H,0; 1.6 mg/l MnSO,-4H,0; 1.4 mg/l ZnSO,7H,0;
2.0 mg/l CoCl,-6H,0; and 10 g/l glucose (carbon source). The

composition of media for production of cellulases was the same as
that of the corresponding pre-culture media, except for glucose,
which was replaced by 10 g/l Avicel.

Enzyme Production in Flasks and in Stirred Fermenter
Erlenmeyer flasks of 500 ml total volume, each containing 100 ml
of pre-culture media, were inoculated in a final concentration of 10°
spores/ml and cultivated for 48 h at 25°C in a rotary shaker at
250 rpm. A 7.5 1 vessel BioFlo 115 Fermenter (New Brunswick
Scientific Co., USA) equipped with automatic control of temperature,
pH, agitation, aeration, and foam, was inoculated with 10% (v/v) of
pre-culture. The working volume for enzyme production was 4 1; the
temperature was kept at 25°C, and agitation at 200 rpm during the
day and 150 rpm at night. The aeration rate was adjusted so that the
dissolved O, level never dropped below 60% of air saturation in
culture media. The pH was set at 5+0.2 and was controlled
automatically by the addition of 20% HCI or 20% NaOH. The foam
formation was suppressed by manual addition of antifoam (Sigma).
After 144 h, the cultivation was terminated and the mycelium and
remaining Avicel were removed by centrifugation. The supernatant
was concentrated to 100 ml by a hollow fiber ultrafiltration, using
UFP-5-E-35 cartridge [46], and dialyzed against 50 mM Tris-HCI
buffer, pH 7.0. The cellulase preparation was then stored at 4°C
until purification.

Purification, Proteolytic Digestion, and Partial Protein Sequencing
DEAE-Sephadex (A-50, Sigma) was allowed to swell in a large excess
of 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.0 (buffer A), and the supernatant
was replaced by fresh buffer solution three times over a period of
24 h. The crude extract of T. harzianum was centrifuged, filtered,
and partially concentrated in the tangential filtration system Hollow
Fiber (Amersham Bioscience), and the pH was adjusted to 7.0. This
preparation was loaded onto the DEAE-Sephadex A-50 glass
column (5.0 x 40 cm) pre-equilibrated with 50 mM Tris-HCI buffer,
pH 7.0 (buffer A). Elution was carried out at 3 ml/min with a linear
NaCl gradient from 0 to 1 M in buffer A. All fractions were analyzed
for protein content and their exoglucanase activity. The proteolytic
digestion of ThCBHI was accomplished by addition of papain
(40 mM phosphate buffer, pH 6.0; 5 mM r-cysteine; 2 mM EDTA)
to cellobiohydrolase I (50 mM Tris-HCI buffer; 300 mM NaCl) in a
ratio of 1:50. The incubation was continued for 2 h at 25°C and the
results of hydrolysis were visualized by SDS—PAGE. The isolation
of CCD from CBM was achieved by loading the digested material
onto a Superdex 75 column 10/30 [46] and eluting it with 50 mM
Tris-HCI buffer, pH 7.0, and 300 mM NaCl.

The presumed 7hCBHI band was excised from polyacrylamide
gels and cleaved with trypsin (Sigma) by in-gel digestion [47]. The
derived peptides were analyzed on a Tandem Electrospray MS (Q-
Tof) equipped with nanospray interphase (Micromass), at the National
Synchrotron Light Laboratory (LNLS, Campinas, Brazil). Protein
sequence alignments were performed in Mass Spectrometry driven
Best Local Alignment Search Tool (MS BLAST) using the SWISS-
PROT.

Determination of Optimal pH and Temperature for ThCBHI
Activity

A Central Composite Rotatable Design (CCRD) containing five levels
for each independent variable (coded as -1.414, -1, 0, +1, +1.414)
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Table 1. Independent variables.

Level
Variance Symbol -1.4142" -1 0% +1" +1.4142"
Temperature (°C) A 21.80° 30° 50° 70° 78.20°
pH B 218" 3 5* 7" 7.82°

*Coded values.
®Actual values.

was employed to evaluate the effects of two main parameters of the
ThCBHI activity: temperature and pH. These variables (k=2) and
their levels were predetermined based on the CBHI literature, with
the temperature and pH, in the ranges between 21.80°C and 78.20°C
and pH values from 2.18 to 7.82 in 50 mM HCI/KCI and Na,PO,/
NaH,PO, adjusted to the different pH values respectively. The coded
and actual values of the independent variables are given in Table 1.

A total of 11 experiments were performed, being 2° experiments
for a full factorial design plus 2x2 star experiments and three replications
carried out at the center points to evaluate the experimental error.
The response obtained (TRCBHI pNPC activity) was fitted to a
second-order polynomial model, Eq. (1). After that, the experimental
data were analyzed using the STATISTICA 7.0 software (StatSoft,
Inc.) to obtain the statistical significance of the regression coefficients
for the dependent variables, variance of fit of the model (ANOVA),
and the three-dimensional response surface plot (RSM).

_ 2
Y_Bn+zj ﬁjxj+2i<j Bijxixj""zj Bjjxj+e Q)

where Y is the pNPC activity; B, the constant coefficient; f;, B; e B;
are the coefficients for the linear, quadratic, and interaction effects,
respectively; x;, x; are the independent variables; and e is the error.
Then, the model relating the pNPC activity with the independent
process variables, temperature and pH, was fitted to a second-order

polynomial, Eq. (2).

Y =410425+9.741A + 108.53B — 0.104A” — 11.55B°
+0.0987AB + e Q)

Avicelase Assay

The exoglucanase activity against insoluble substrate was determined
using as substrate 1% Avicel dissolved in 50 mM citrate buffer, pH
5.0. Samples and controls were incubated at 50°C for 120 min and
agitated every 20 min. The amount of reducing sugars was determined
using DNS reagent as described by Wood and Bhat [54].

Enzymatic Activity Against Soluble Substrate

Activity against p-NP-f3-p-cellobioside (Sigma, USA) was determined
at pH 5.0. An aliquot (0.1 ml) of 25 mM of substrate stock solution
prepared in 0.05 M citrate buffer, pH 5.0, was mixed with 0.1 ml of
enzyme diluted in the same buffer. The reaction mixture was heated
at 50°C for 30 min, after which 1.5ml of 1M sodium carbonate
solution was added to it [16]. The absorbance at 410 nm was measured
on a spectrophotometer against a substrate blank that was prepared
and incubated in the same way as the sample with enzyme, except
the citrate buffer (0.1 ml) was added to the blank solution instead of
enzyme [9, 10, 44]. A p-nitrophenol standard curve was constructed
to determine the concentration (uM) of the substrate released at
410 nm. All activities were expressed in enzyme units (U); that is, one
unit of activity corresponded to the quantity of enzyme hydrolyzing

1 umol of substrate or releasing 1 umol of reducing sugars (in glucose
equivalents) per minute under the assay conditions [6, 7].

Protein Concentration Measurements, SDS—PAGE, and PhastGel
Gradient Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis

Protein concentrations of total and purified enzymes were measured
using the Bio-Rad protein assay according to the manufacturer’s
instructions (Bio-Rad Laboratories). The assay was based on the
method of Bradford [9] and used bovine serum albumin (Sigma) as
the reference standard.

Protein samples were separated and analyzed by SDS—PAGE
performed as described by Laemmli [32] and the oligomeric state of
purified CBHI was inspected using 8—25% gradient native PhastGel
[46]. The SDS—PAGE gels were stained with Coomassie brilliant blue
R-250 (Bio-Rad Laboratories) and distained with 10% acetic acid,
whereas PhastGel electrophoresis media were stained with 0.1%
PhastGel Blue R-350 solution [46] and distained with 30% methanol
and 10% acid acetic solution in distilled water (3:1:6).

Isoeletric Focusing (IEF)

Isoelectric focusing was performed on a PhastSystem [46] using
PhastGel IEF media covering the pH intervals of 3—9. The PhastGel
IEF media contains Pharmalyte carrier ampholytes, which generate a
stable, linear pH gradient across the entire pH range. Separations
took about 30 min, after which the gel was stained with 0.02%
PhastGel Blue R-350 [46] solution containing 30% methanol and
10% acetic acid in distilled water and 0.1% (w/v) CuSO,; fixed with
20% trichloroacetic acid; and distained in a solution containing 30%
methanol and 10% acetic acid in distilled water until the background
was clear.

Small-Angle X-Ray Scattering (SAXS)

Small-angle X-ray scattering data were acquired with 7ThCBHI at
45 mM concentration at the D02A-SAXS2 beamline of the Synchrotron
Light National Laboratory (Campinas, Brazil). Measurements were
performed using a monochromatic X-ray beam with a wavelength
of A=1.488 A and the X-ray patterns were recorded using a two-
dimensional CCD detector (MarResearch, USA). The sample-detector
distance was set at 1.200 mm, resulting in a scattering vector range
of 0.013-0.027 A", where q is the magnitude of the g-vector
defined by q=4mn/A sinO (20 is the scattering angle). The samples,
in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.0, were centrifuged for 30 min at
23,500 xg, at 4°C to remove any aggregates and then placed on
ice. For SAXS measurements, samples were placed in a 1 mm
pathlength cell with mica windows at 10°C. Two successive frames
of 300 s each were recorded for each sample to monitor radiation
damage and beam stability. Buffer scattering was recorded prior to
sample data collection. The SAXS patterns were individually corrected
for the detector response and scaled by the incident beam intensity
and the samples absorption. After buffer scattering subtraction,
protein SAXS patterns were integrated using Fit2D software [23]
and scaled by protein concentration.

The molecular weights of ThCBHI and its CCD were calculated
using a novel procedure [20], implemented as a Web tool SAXS
MoW (http://www.ifsc.usp.br/~saxs/). This procedure to calculate the
molecular weight and consequently the protein oligomerization state
in solution does not require the measurement of SAXS intensity on
an absolute scale and does not involve a comparison with the other
SAXS curves determined from known standard proteins.
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Table 2. Purification steps of ThCBHI, and its activities against Avicel and pNPC.

Purification steps P(rl(iltgn Specific a(VI}c/::;Zs)e activity Spemﬁc(lpjljnfl’gc) activity Purification fold \E};l)d

Crude enzyme 205 0.098 + 0.007 0.122 £ 0.02 1.00 100

DEAE-Sephadex AS50 67 1.25+0.09 1.53+£0.20 12.54 32.68
RESULTS

Circular Dichroism and Fluorescence Spectroscopy

Purified ThCBHI was resuspended in 20 mM phosphate buffer, pH 5.0.
Far-UV CD spectra were measured using a quartz 0.1-cm-pathlength
cell at 25°C and protein concentration of 1.5 uM, in a Jasco J-720
spectropolarimeter (Jasco Co.). The protein far-UV spectra were
recorded over a wavelength range of 190—260 nm by signal averaging
of 8 spectra. The instrument was set at scanning speed of 100 nm/min
and step resolution of 1 nm. The protein signal was obtained by
subtracting buffer spectrum from the sample spectrum.

The intrinsic fluorescence measurements of TACBHI were performed
in a quartz 10 x 2 mm cell at 25°C, using a K2 Multifrequency Phase
Fluorometer (ISS Inc.) equipped with a temperature control water
bath RTE-111 (Thermo-Neslab). Emission spectra in the range of
300-450 nm were recorded using an excitation wavelength of 295 nm.
The fluorescence emission spectra of ThCBHI at a concentration of
1.5 uM were monitored at a scanning interval of 1 nm and integration
time of 1 s. After each measurement, the spectrum was corrected for
buffer (20 mM phosphate buffer, pH 5.0) contribution.

Homology Model

The ThCBHI homology model was built based on the primary
structure of the enzyme by I-Tasser [55]. The secondary structure
content of the model was analyzed by Porter [39]. Accessible solvent
area for each tryptophan residue was computed using the Areaimol
program (CCP4-Packages\ccp4-6.1.3\html\areaimol.html) [4].

MW 1 2 3 4

66 kDa_

45 kDa_
36 kDa_ -

- -

29 kDa_ e
-

12 kDa_

Fig. 1. ThCBHI purification on DEAE-Sephadex A-50.
SDS-PAGE gel. Lane MW, molecular weights of bovine albumin (66 kDa),
egg albumin (45 kDa), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (36 kDa),
and carbonic anhydrase (29 kDa) (Sigma). Lane 1, crude extract obtained
after 144 h of growth in a stirred fermenter in the presence of Avicel. Lane
2, ThCBHI eluted with 25 mM NaCl in 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.0.
Lane 3, ThCBHI eluted with 100 mM NaCl in 50 mM Tris-HCI bufter, pH
7.0. Lane 4, catalytic core domain of ThCBHI after digestion of the
enzyme with papain (Sigma).

Purification and Identification of ThCBHI

Following T. harzianum 10C-3844 cultivation in a stirred
fermenter for 144 h, the protein concentration and cellulase
activities toward Avicel were measured in the crude extract.
One-step chromatography using a DEAE-Sephadex A-50
column was efficient for eluting an exoglucanase in the
presence of buffer A and 0.10 M NaCl and releasing a
fraction with the highest activity against Avicel (Table 2).
SDS—-PAGE gel analysis showed that the purified fraction
contained one major protein band of molecular mass of
approximately 66 kDa (Fig. 1).

The purified enzyme ThCBHI was subjected to further
mass spectrometry analysis to determine the peptide mass
fingerprint. Mass spectrometry analysis of the 66 kDa protein
digested with trypsin generated MS/MS data, which were
transferred to Mascot for MS/MS ion search (available
from: http://www.matrixscience.com/). The results of the
search showed that the peptide profiles were consistent
with the deduced amino acid sequence of 7ZCBHI, thus
confirming the identity of the purified protein (Fig. 2).

Determination of Optimal pH and Temperature for
ThCBHI Activity

The results obtained based upon the experimental CCRD
(Table 3) were analyzed by a multiple regression procedure.

1 MYRKLAVISA FLAAARAQQV CTQQAETHPP LTWQKCTASG CTPQQGSVVL
51 DANWRWTHDT KSTTNCYDGN TWSSTLCPDD ATCAKNCCLD GANYSGTYGV
101 TTSGDALTLQ FVTASNVGSR LYLMANDSTY QEFTLSGNEF SFDVDVSQLP

151 CGLNGALYFV SMDADGGQSK YPGNAAGAKY GTGYCDSQCP RDLKFINGQA

201 NVEGWEPSSN NANTGVGGHG SCCSEMDIWE ANSISEALTP HPCETVGQTM
251 CSGDSCGGTY SNDRYGGTCD PDGCDWNPYR LGNTSFYGPG SSFALDTTKK
301 LTVVTQFATD GSISRYYVON GVKFQQOPNAQ VGSYSGNTIN TDYCAAEQTA
351 FGGTSFTDKG GLAQINKAFQ GGMVLVMSLW DDYAVNMLWL DSTYPTNATA

401 STPGAKRGSC STSSGVPAQV EAQSPNSKVI YSNIRFGPIG STGGNTGSNP

451 PGTSTTRAPP SSTGSSPTAT QTHYGQCGGT GWTGPTRCAS GYTCQVLNPF
501 YSQCL

Fig. 2. The sequence of ThCBHI deposited at the NCBI database
(g1/50400675) and peptides derived from trypsin digestion of the
66 kDa SDS—-PAGE band analyzed by mass spectrometry (in
bold and underlined).
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Table 3. Results of experimental design.

Factors Response
Run  Temperature (°C) pH  pNPC activity (U/ml)
1 30 3 25
2 30 7 3.8
3 70 3 6.9
4 70 7 1.5
5 21.8 5 12.70
6 78.2 5 8.40
7 50 2.18 3.50
8 50 7.82 0
9 50 5 95.20
10 50 5 95
11 50 5 95.40

The statistical analysis of the regression model, at the
confidence level of 95%, showed that the model was
reliable in predicting the pNPC activity with Probe>F less
than 0.05. The coefficient of determination (R*=0.994)
indicates that the sample variation of 99.4% for pNPC
activity is attributed to the independent variables (T and
pH) and only 0.6% of the total variations are not explained
by the model. The corresponding analysis of variance
(ANOVA) is summarized in Table 4.

The response surface methodology (RSM) showed that
the optimal CBHI activity against pNPC (95.20 U/ml) was
reached at 50°C and pH of 5.0, with fixed reaction time of
30 min. Moreover, it also demonstrated that variations of
temperature between 45°C and 55°C and of pH between
4.5 and 5.5 do not lead to significant changes of the
ThCBHI enzymatic activity (Fig. 3A and Fig. 3B). On the
other hand, it became clear that at pH 5.0, significant
changes of temperature to 78.2°C or 21.8°C led to strong
decrease in the enzyme activity to less than 9% of its
optimal value. Similar behavior of the enzyme was observed
at 50°C promoted by pH changes to 2.18 or 7.82 (Table 3).
At the same time, TACBHI specific activity against Avicel
and pNPC under optimal conditions (50°C and pH 5.0)
was measured as 1.25 U/mg and 1.53 U/mg, respectively.

Isoelectric Focusing of ThCBHI

To further characterize the enzyme, we measured its
isoelectric point as described in the Materials and Methods

Table 4. Result of ANOVA.

) BN

>80
I <64
<44
<24
<4

50
Temperature

Fig. 3. Results derived from response surface model.

A. Response surface as a function of temperature and pH for pNPC
activity. B. Contour curve as a function of temperature and pH for pNPC
activity. In both cases, over 80% of the optimal enzymatic activity value is
observed in the temperature range between 45°C and 55°C and pH interval
between 4.5 and 5.5. The optimal enzymatic activity corresponds to the
temperature of 50°C and pH of 5.0 (the centers of the response surface and
contour curve graphs).

section. The observed TACBHI pl was calculated using
a nonlinear regression equation (pl =-0.1508x + 9.4565)
obtained after separation of the sample on the PhastGel IEF
(Fig. 4A). The experimentally determined 72CBHI isoelectric
point is approximately 5.23 (Fig. 4B).

Separation of ThCBHI Domains by Limited Proteolysis
The proteolitically cleaved TACBHI (CCD) has considerably
higher mobility than the purified full-length native 72CBHI

Source Sum of squares df Mean squares F-Value Prob>F
Model 17,042.70 5 3,408.54 161.08 0.000016
Error 108.38 5 21.16

Total 17,151.08 10

R? = coefficient of determination = 0.994.
Prob>F-value less than 0.05 is significant.
df = degrees of freedom.
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41 pr=-0.1508x+ 9.4565
R2=0.9731

3
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Fig. 4. Isoeletric focusing of TACBHI.

A. Standard pl curve constructed using Pharmacia broad pl standards:
lentil lectin, basic, pl 8.65; lentil lectin, middle, pl 8.45; lentil lectin, acidic,
pl 8.15; myoglobin, basic band, pl 7.35; myoglobin, acidic band, pl 6.85;
human carbonic anhydrase B, pl 6.55; bovine carbonic anhydrase B, pl
5.85; B-lactoglobulin A, pI 5.20; trypsin inhibitor, pl 4.55; amylglucosidase,
pl 3.50. B. PhastGel IEF 3-9. Lane 1, purified 7TACBHI. Lane 2, Pharmacia
broad pl standards.

in the 8-25% gradient native PhastGel, thus revealing that
the purified protein was successfully digested (Fig. 5,
Lines 1 and 2, respectively). The molecular masses of the
full-length TRCBHI and its CCD in solution were determined,
respectively, as 46.7 kDa and 43 kDa using SAXS MoW
[14], which is close to the theoretical values of 53 kDa and
47.3 kDa predicted based on the known amino acid sequence
of the enzyme.

We also determined the enzymatic activity of CCD against
insoluble (Avicel) and soluble (»NPC) substrates, and the
results of our experiments show clear differences in activities
of the full-length 7ACBHI and its CCD against Avicel.
ThCBHI specific activity at 50°C and pH 5.0 against the

>
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_
o
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L

o

CD (mdeg)

]
[$)]
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-10 4

'15 T T T T T
190 200 210 220 230 240 250
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Fig. 6. Circular dichroism analysis of purified 7T2CBHI.

M 1 2
669 kDa . .

-

140 kDa _

.
-
-

66kDa

Fig. 5. Proteolytic digestion of 7ThCBHI: 8—-25% gradient native
PhastGel electrophoresis of purified 7TZCBHI before and after
papain digestion.

Lane M: molecular weight standards; Lane 1, purified 72CBHI digested
with 0.2 mg/ml of papain (Sigma); Lane 2, full-length native TACBHI.

latter substrate were, correspondingly, 1.42 U/mg (the full-
length enzyme) and 0.77 U/mg (ThCBHI CCD), and to
PNPC the specific activities were 1.53 U/mg and 1.48 U/mg
for the full-length enzyme and TA(CBHI CCD, respectively.

Circular Dichroism and Fluorescence Spectroscopy

We applied circular dichroism spectroscopy to study the
ThCBHI secondary structure. The far UV CD spectrum of
ThCBHI at 25°C did not display a negative band around
222 nm, indicating a relatively low content of a-helical

A. CD spectra of ThCBHI at concentration of 1.5 uM in 20 mM phosphate buffer (pH 5.0). The spectra were recorded at 25°C from 190 to 260 nm in a
quartz 1 mm pathlength cuvette using a Jasco J-720 spectropolarimeter as an average of 8 scans. B. Models generated using the I-Tasser program for the
catalytic core domain (CCD) and cellulose binding module (CBM) of 7ACBHI, showing tryptophan side chains.
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Fig. 7. ThRCBHI intrinsic fluorescence spectrum using the excitation
wavelength of 295 nm and protein concentration of 1.5 uM, in
20 mM phosphate buffer, pH 5.0.
The emission spectra of TACBHI were recorded with a 1 nm scan interval

and 1 s of integration time. Experiments were carried out in a 10 x 2 mm
fluorescence cuvette, at 25°C, and corrected for buffer contribution.

elements in its secondary structure (Fig. 6). Analysis of the
CD spectrum by the CONTINLL program software package
[43] revealed that the amounts of a-helices and B-strands
are 28% and 38%, respectively. These results are also in
reasonable agreement with the homology model of 7ACBHI,
which has 16% o-helixes and 31% B-strands as analyzed
by Porter, a protein secondary structure prediction server
[39] (Fig. 6B).

The tertiary structure of TRCBHI was further studied by
tryptophan intrinsic fluorescence. The TACBHI emission
spectrum showed a maximum fluorescence at 337 nm (pH
5.0) upon excitation at 295 nm (Fig. 7A). In an attempt to
better comprehend the experimental data, we computed the
area accessible to solvent of each tryptophan residue
present in the molecule. TACBHI (Fig 7B) has nine
tryptophan residues located at the CCD (W33, W54, W56,
W72, W205, W229, W276, W380, W389) and one
tryptophan residue (W482) positioned within the CBM of
ThCBHI (Fig. 7B). The calculations of the tryptophan solvent
accessed areas demonstrate that five TRCBHI tryptophan
residues [W54 (50.20 A%), W56 (119.00 A”), W380 (50.10
A%), W389 (44.60 A%), and W482 (82.10 A%)] are exposed
to the solvent, whereas five others [W33 (5.90 A%), W72
(14.40 A%), W205 (29.90 A%), W229 (1.80 A*), and W276
(0.00 A%)] are totally or partially buried inside the protein
core and are inaccessible to solvent. Such overall tryptophan
accessibility is consistent with the intermediate emission
maximum of 337 nm measured for the native 7#CBHI
intrinsic fluorescence.

DISCUSSION

The production of second-generation ethanol from
lignocellulosic biomass imposes significant challenges on

cellulase preparations. Although the purification and
characterization of a number of exoglucanases have been
reported [21, 22, 29, 30, 42, 50], there is still a considerable
need for novel suitable enzymes. In line with this challenge,
we aimed here to purify a new fungal GH-7 family cellulase
from cellulolytically competent Trichoderma harzianum
10C-3844 strain and to characterize its biochemical and
biophysical properties.

Purification of the TZCBHI enzyme to apparent homogeneity
was accomplished by a simple one-step procedure. The
yield of purification (32.7%) was in the range of the yields
obtained by others (23% to 44%) in purifications of similar
enzymes, including 7#*CBHI [1, 5, 58].

ThCBHI runs as a 66 kDa band, as revealed by SDS—
PAGE analysis (Fig. 1), which is somewhat higher than its
theoretically predicted molecular mass (53 kDa). This is not
unusual for Trichoderma cellobiohydrolases. For comparison,
the theoretical molecular mass of 7*CBHI computed from
its amino acid sequence is 52 kDa, whereas the value
observed in the SDS—PAGE analysis is close to 66 kDa
[8]. The difference between these two values presumably
is due to the glycosylation of the enzyme [46].

The THCBHI is monomeric in solution, since its molecular
weight obtained from SAXS data is close to theoretically
predicted MW for monomers of the enzyme.

Strong enzymatic activity against Avicel and pNPC
(Table 2) and mass spectrometry analysis of the fragments
of its amino acid sequence (Fig. 2) confirmed that the
purified enzyme is indeed 7. harzianum CBHI. Furthermore,
the optimal temperature and pH for the purified enzyme
activity was found to be 50°C and 5.0, respectively (Table 3),
conditions close to those previously observed for other
cellobiohydrolases [22, 33, 42, 58]. This information might
be useful for possible biotechnological applications of the
enzyme, since optimization of variables such as temperature
and pH is crucial for process efficiency and costs reduction
[2].

The experimental isoelectric point of the intact 7ACBHI
(pI=5.23) is slightly higher than the value predicted
theoretically for TACBHI (gi|50400675) by the ProtParam
tool (pI =4.8) [11]. The difference might be attributed to
surface charge distribution influenced by the glycosylation
of the protein [30]. The pl <5.5 is common for the
Trichoderma reesei cellulases, imprinting the acid character
to these glycoproteins [4, 13].

We also performed papain proteolytic cleavage to
separate the cellulose-binding module from the catalytic
core domain of the enzyme and measured the specific
activity of CCD against Avicel and pNPC substrates.
Enzymatic activity of TACBHI CCD against Avicel is
lower than that of the full-length enzyme, whereas its
activity against pNPC is almost fully preserved. Several
researchers have shown that removal of the CBM of
cellulases reduces the hydrolytic activity of the catalyst
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module on insoluble crystalline substrate such as Avicel,
filter paper, and cotton, whereas its activity on soluble or
amorphous cellulose is practically not affected [3, 28, 35,
41, 52]. This illustrates the importance of CBM for hydrolysis
of insoluble crystalline substrates and its functional
neutrality for the enzyme cleavage of soluble substrates.
The experimental molecular weight of this domain in
solution, computed using SAXS MoW [20], is close to the
theoretical molecular weight of CCD, thus indicating that,
similarly to the full-length enzyme, it forms monomers in
solution.

Our biophysical investigations show that the general shape
of the CD spectrum for 7ACBHI (Fig. 6) is characteristic
of B-rich proteins, which is compatible to the secondary
structure already described for others cellobiohydrolases
[31, 37]. The secondary structure composition of 72CBHI,
based on CD data, is broadly similar to that of CBHI from
T reesei [51] as well as to the secondary structure content
of our homology model of the enzyme (Fig. 7B). This
indicates that the overall fold of the protein is presumably
grossly similar to that of 7. reesei CBHI.

The emission spectrum of the tryptophan side chain is
very sensitive to its environment and can provide useful
information about the protein native state. It is known that
the emission maximum of tryptophan residues exposed to
water has a red-shift to approximately 350 nm, whereas the
tryptophan residues concealed in hydrophobic core regions
of proteins have the emission maximum shifted to a blue
region of the spectrum with the wavelength as low as
308 nm [19]. Intrinsic fluorescence of 7TACBHI revealed an
intermediate emission maximum of 337 nm for tryptophan
residues, which is presumably caused by the fact that,
according to our 7ACBHI homology model, roughly half
of the tryptophans present in the structure are exposed to
solvent, whereas the other half is hidden in the hydrophobic
protein matrix.

In conclusion, Trichoderma harzianum cellobiohydrolase
I and its catalytic core domain were purified and characterized
by mass spectrometry, SAXS, CD, and fluorescence techniques.
Their enzymatic, activities against soluble (pNPC) and
insoluble (Avicel®) substrates were determined, revealing
the enzyme’s potential for biotechnological applications.
This work sets the stage for more detailed structural and
functional investigations of this enzyme.
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