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RESUMO

PIMENTA JR., A. A. Estudos estruturais e correlagdo com a sindrome urolitiase de
mutantes da adenina fosforribosiltransferase humana. 2011. 135 f. Tese (Doutorado) —
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2011.

A 2,8-DHA Urolitiase ¢ uma doenca resultante de uma desordem hereditaria que leva a
deficiéncia de atividade da enzima APRT do grupo das PRTases. Até o momento, foram
encontradas 18 mutac¢des em pacientes, das quais 7 sao missense. O presente trabalho dedica-
se ao estudo funcional e estrutural dessas 7 mutacGes e da delecdo AF173. Construcdes dos
mutantes D65V, L110P, M136T, R67Q, R89Q, 1112F e F173G foram obtidas no vetor pET-
29a(+) e clonados em E. coli. Os protocolos de expressdo e purificacdo foram estabelecidos,
onde as enzimas foram obtidas apds uma etapa cromatografica na coluna CHT™
Hidroxiapatita Ceramica no grau de pureza necessario. A Unica excecdo foi o mutante 1112F
gue se mostrou insoldvel durante a expressdo. Um ensaio cinético acoplado através de Kit para
deteccdo de PPi foi padronizado e permitiu a caracterizacdo cinética da hAPRT nativa e de
seu mutantes. Os mutantes apresentaram perdas de eficiéncia de uma ordem de magnitude,
com excecdo do F173G, cujos valores foram comparaveis aos da hAPRT nativa. Ensaios de
cristalizacdo foram realizados para todos os mutantes e resultaram em cristais para 0s
mutantes F173G, R67Q e R89Q. Esses cristais foram coletados na linha de Cristalografia de
Macromoléculas 2 no LNLS. Os conjuntos de dados estdo sendo analisados e as estruturas

estdo em fase final de refinamento.

Palavras-chave: APRT. Fosforribosiltransferase. Urolitiase.






ABSTRACT

PIMENTA JR., A. A. Structural studies and correlation with urolithiasis syndrome of
mutants from human adenine phosphoribosyltransferase. 2011. 135 f. Tese (Doutorado) —
Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, Séo Carlos, 2011.

2,8-DHA Urolithiasis is a disease resulting from an inherited disorder that leads to deficiency
of APRT, an enzyme of the PRTases group. So far, 18 mutations were found in patients, 7 of
which are missense. This work is dedicated to the functional and structural study of these 7
mutations and the deletion AF173. Mutants constructions D65V, L110P, M136T, R67Q,
R89Q, 1112F and F173G were obtained in the vector pET-29a (+) and cloned in E. coli. The
expression and purification protocols were established and the enzymes were obtained after 1
chromatographic step using the CHT™ Hydroxyapatite Ceramics column in the required
purity. The only exception was the mutant 1112F that resulted insoluble during expression. A
coupled kinetic assay using PPi detection kit was standardized and allowed the Kinetic
characterization of native hAPRT and its mutants. The mutants had an efficiency loss of an
order of magnitude, with the exception of F173G, whose values were comparable to those of
native hAPRT. Crystallization trials were performed for all mutants and resulted in crystals
for mutants F173G, R67Q and R89Q. These crystals were collected on Macromolecules
Crystallography 2 line at LNLS. The datasets are being analyzed and the structures are in the

final stages of refinement.

Keywords: APRT. Phosphoribosyltransferase. Urolithiasis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os Nucleotideos

Os nucleotideos sdo moléculas que desempenham um conjunto diverso de funcbes
importantes nas celulas. Eles estdo diretamente envolvidos com o metabolismo celular, por
serem 0s transportadores primarios de energia quimica na célula, atuam como componentes
estruturais de co-fatores enzimaticos e intermediarios metabdlicos e estdo envolvidos na
sinalizacdo celular'. Além disso, os nucleotideos sdo os constituintes dos acidos nucléicos
(DNA e RNA), sendo responsaveis pelo transporte da informagao genética®®.

Essas moléculas possuem trés componentes caracteristicos: uma base nitrogenada,
uma pentose (molécula de acucar de 5 carbonos) e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas

provém de dois compostos parentais diferentes,

H H
C C.
VE H‘c-"' M% T{ , “‘.‘[|:||—| purina e pirimidina (Figura 1). Assim, tem-se a
| H
HE%N’;C%J HC&%M;CH formacdo de nucleotideos de purina (ou purino
H
Purina Pirimidina nucleotideos) e de pirimidinas (ou pirimidino

Figura 1 — Compostos parentais das bases Nucleotideos).
purinicas e pirimidinicas. Em azul

esta mostrada a convencdo de As duas bases purinicas principais,
numera(;éo € em rosa, o nltrogenlo

. ~ - VY RE 1
da ligagdo glicosidica . adenina (A) e guanina (G) sdo encontradas tanto

no DNA quanto no RNA. Porém, apenas a base pirimidinica citosina (C) € compartilhada
entre os dois acidos nucléicos, uma vez que a segunda pirimidina principal do DNA ¢ a timina
(T) e a do RNA ¢é a uracila (U) (Figura 2A). Além disso, os acidos nucléicos possuem duas
espécies de pentoses. No DNA esta presente a 2’-desoxi-D-ribose e no RNA esta presente a

D-ribose, ambas em sua forma B-furanosidica (Figura 2B).
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(A) _ (B)
Purinas
1 1
|
- oy
NT © HNT & :C-
AL
SN "““‘|~ H.NT N7 "“Pld
H H
Adenina (A) Guanina (G)
Pirimidinas
I I 1
C- C .C
Hrlu"- “tlle HNS ““.ﬁ CH, nlu”’ ““"H
CZ 5 ECH CZ 4 ECH C2 5 ECH
/ oy g // S gy T, 1
o "l“ d "l“ o "l“‘
H H H 2’-desoxi-D-ribose
Uracila (U) Timina (T) Citosina (C)
RNA DNA

Figura 2 — Componentes dos nucleotideos. (A) Principais bases purinicas e pirimidinicas dos
acidos nucléicos. (B) Ribose e desoxirribose, as pentoses presentes no RNA e no DNA,
respectivamente’.

A unido da base a pentose é feita covalentemente por meio de uma ligagdo N-p-
glicosidica. Essa ligacdo ocorre entre o nitrogénio N-1 das pirimidinas ou o nitrogénio N-9
das purinas com o carbono C-1° da pentose. Ja o grupo fosfato encontra-se esterificado ao
carbono C-5’ da mesma®™ (Figura 3).

As moléculas de DNA e RNA sdo,

Base . 3 .
entdo, compostas de nucleotideos sucessivos
purinica ou
PSP ligados por uma ligacdo fosfodiéster, entre o
irimidinica ’
Fosfato P

grupo 5’-fosfato de uma unidade nucleotidica
e o grupo 3’-hidroxila do nucleotideo

seguinte. Assim, 0 esqueleto covalente dos

acidos nucléicos é composto de residuos

1 Pentose

Figura 3 — Estrutura do nucleotideo. Representacio fosfato e pentose que se  repetem
geral mostrando a convencdo da
numeracao para o anel da pentose”.
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alternadamente, enquanto que as bases nitrogenadas estendem-se da cadeia como grupos
laterais™*® 7.

Os nucleotideos possuem um caréater &cido devido ao grupo fosfato que, sob condicdes
intracelulares normais, liberam um préton (H") ficando negativamente carregados. Suas
cargas negativas estdo geralmente neutralizadas por interagdes ibnicas com cargas positivas
nas proteinas, ions metalicos e poliaminas. J& os grupos hidroxila dos residuos do agUcar

formam ligacbes de hidrogénio com a &gua, fazendo com que o esqueleto dos &cidos

nucléicos seja hidrofilico.

1.2 Vias de Obtencéo de Purino Nucleotideos

Os dois nucleotideos purinicos presentes nos acidos nucléicos sdo: AMP e GMP. Em
células de mamiferos, eles podem ser obtidos a partir de caminhos bioquimicos diferentes.
Eles podem ser sintetizados endogenamente a partir de precursores ndao purinicos, via de
sintese de novo, ou através da reutilizacdo de nucleosideos e do aproveitamento de purinas
livres provenientes da dieta alimentar e degradacéo de 4cidos nucléicos, via de recuperacdo®™°

(Figura 4).
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Introducéo

Via de recuperacéo

Ciclo celular de
transmetilagdo [}
Via de novo
y - Desoxir-
Ribonucleotideos _{' ribonucleotideos
AA **
RNA
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Degradacéo
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Bases e nucleosideos
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v
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-
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Figura 4 — Visdo geral do metabolismo de purino nucleotideos em humanos. Ha dois caminhos para a
obtencdo de purino ribonucleotideos em mamiferos: Via de novo, onde séo utilizados precursores
ndo purinicos; Via de recuperacdo, onde bases purinicas (incluindo as purinas provenientes da
alimentagcdo) e nucleosideos sdo reutilizados para a formagdo de ribonucleotideos. Os
ribonucleotideos formados podem ser convertidos em desoxirribonucleotideos, utilizados em
processos metab6licos ou sofrer degradacéo e serem eliminados®.

1.2.1 Via de Sintese de novo

A via de sintese purinica de novo envolve onze reacdes enzimaticas em série™ > 8. O

anel purinico é construido sequencialmente pela adi¢cdo de atomos provenientes de moléculas

doadoras ao esqueleto de sustentacdo de D-ribose-5-fosfato presente na molécula de 5-

fosforribosil-1-pirofosfato

(PRPP). A

figura 5 mostra a origem dos atomos do

anel purinico.

Aspartato

O PRPP é um substrato chave na

regulacdo da via de sintese de novo

8,9, 11,12

Ele é produzido pela PRPP sintetase a

partir de MgATP e D-ribose-5-fosfato. Sua

Formato ~

CO,
Glicina

Y K

[ \\C/ N
C < Formato

/C"'\N
Amida da
Glutamina

formacdo pode ser considerada o passo inicial da via de sintese, mesmo que o PRPP também

Figura 5 — Origem dos 4tomos do anel purinico. Em
destaque encontram-se 0s &tomos e seus
respectivos compostos de origem®.
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seja utilizado na sintese de nucleotideos de pirimidina e piridina e na via de recuperagdo de
purinas™ ** *. J4 na primeira reacdo especifica da via, 0 PRPP sofre uma condensacao
irreversivel com L-glutamina formando a 5-fosforribosilamina, reacdo essa catalisada pela
amido fosforribosiltransferase (AmidoPRT)" % °,

As reagOes subsequentes da via sdo conduzidas passo a passo para a construcéo e
fechamento do anel purinico, até a formagao de Inosina 5’-monofosfato (IMP) (Figura 6).
Assim, no passo seguinte, trés grupos de uma glicina séo adicionados através de outra reacao
de condensacdo, onde uma molécula de ATP é consumida. A seguir, 0 grupo amino
adicionado anteriormente é formilado (Passo 4) e um nitrogénio é doado por uma glutamina,
com o consumo de mais uma molécula de ATP (Passo 5). O fechamento do anel imidazolico

de cinco membros ocorre através de uma reacdo de desidratacdo e consumo de outra molécula

de ATP (Passo 6).
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carboxamida ribunucleotideo carboxamida ribunucleotideo  carboxamida ribunucleotideo (IMP)
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Figura 6 — Via de sintese de novo dos nucleotideos purinicos: construgdo do anel purinico do IMP. A
formacéo de 5-fosforribosilamina (passo (2)) é o primeiro passo comprometido com a sintese de
nucleotideos purinicos. As enzimas sdo: (1) PRPP sintetase, (2) AmidoPRT, (3) GAR sintetase, (4)
GAR transformilase, (5) FGAR amidotransferase, (6) FGAM ciclase (AIR sintetase), (7) N>-CAIR
sintetase e N°>-CAIR mutase, (8) SAICAR sintetase, (9) SAICAR liase, (10) AICAR transformilase
e (11) IMP sintase®.

Neste ponto, trés dos seis atomos necessarios para o segundo anel na estrutura purinica
ja estdo corretamente posicionados. Para completar o processo, um grupo carboxila é
adicionado primeiro por uma carboxilacdo incomum, utilizando bicarbonato ao invés de
biotina, seguido de um rearranjo que transfere o carboxilato do grupo amino exociclico para a
posicdo 4 do anel do imidazol (Passo 7). Um aspartato entrega entdo seu grupo amino para o

anel de imidazol através da formacdo de uma ligacdo amida (Passo 8), seguida pela
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eliminacdo de seu esqueleto carbdnico (Passo 9). O carbono final é cedido por um grupo
formil (Passo 10), e o fechamento do segundo anel ocorre para concluir os dois anéis fundidos
do nucleo purinico (Passo 11). Com isso, a formacao do IMP esta completa® % *°.

A conversdo do IMP em AMP (Figura 7) requer a insercdo de um grupo amino
derivado do aspartato, que ocorre de maneira andloga aos passos 8 e 9 da producédo do IMP. A
grande diferenga esta no consumo de uma molécula de GTP ao invés de ATP como fonte de
fosfato de alta energia na sintese do adenilsuccinato. Ja 0 GMP é formado pela oxidagdo do
IMP em C-2 usando NAD", seguido pela adi¢do de um grupo amino de uma glutamina e
consumo de uma molécula de ATP (Figura 7)**. No total, 6 mols de moléculas energéticas

sdo consumidos nessa via para cada mol de purino nucleotideo produzido (5 mols de ATP e 1

de GTP para a obtencdo de AMP e 6 mols de ATP para a obtencdo de GMP)®.

H
~00C—CH, —C—CO00O"

NH Fumarato IEHZ
GTP GDP + P, N/Kj > N7 \“J"’N\>
Aspartato e (2) SNT N
? \4(1) Rib |-(P) ®
HN \|N\> — Adenilsuccinato Adenilato
A (AMP)
Inosinato H0 NAD-
(IMP) ‘\\‘ \ NADH + H*
~_ A o} Gln Glu (ATP| AMP + PP,
® e NI J\ y
N uo (4) HgN)\
R @ G
Xantilato Guanilato
(XMP) (GMP)

Figura 7 — Sintese de AMP e GMP a partir de IMP. As enzimas sdo: (1) Adenilsuccinato sintetase, (2)
Adenilsuccinato liase, (3) IMP desidrogenase e (4) XMP-glutamina amidotransferase™.

O controle da via de sintese de novo de purino nucleotideos é efetuado por um

processo regulatério de retroalimentacdo. Trés mecanismos principais de retroalimentacdo
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cooperam na regulacdo da velocidade global da sintese®. O primeiro deles envolve as duas
reacOes iniciais, onde os produtos finais da via (IMP, AMP e GMP) e o PRPP sdo
responséveis pela regulacdo alostérica do passo 2 através de uma relacéo antagonica® * ** 7.

O aumento do nivel celular de PRPP pela PRPP sintetase favorece a ligagdo do mesmo
a AmidoPRT, que induz uma mudanga conformacional nessa enzima, favorecendo sua
ativacdo. Ja os purino nucleotideos inibem a AmidoPRT, ligando-se aparentemente a sitios
diferentes dos sitios de ligacdo dos substratos™® *°. O aumento excessivo da concentragdo
desses mesmos nucleotideos também é capaz de inibir parcialmente a sintese de PRPP, o que
também reflete numa diminuicéo na velocidade global da via.

No segundo mecanismo de controle, um excesso de GMP inibe a formagdo de XMP a
partir de IMP por acdo da IMP desidrogenase, sem afetar a formagdo de AMP. Além disso,

um acimulo de AMP resulta na inibicdo da formacéo de adenilsuccinato pela Adenilsuccinato

sintetase, também sem afetar a biossintese de GMP.

1.2.2 Via de Recuperacéo

Os caminhos bioquimicos pelos quais bases purinicas pré-formadas e nucleosideos séo

transformados em nucleotideos constituem a via de recuperacéo de purinas® & 4 20 2!

(Figura
8). Vérias enzimas associadas a essa via sdo responsaveis pela disponibilizacdo dos
fragmentos purinicos a partir da degradacdo dos acidos nucleicos, como as 5’-nucleotidases,
aminohidrolases e purino nucleosideo fosforilases?.

Ja as enzimas capazes de produzir nucleotideos a partir de nucleosideos ou bases

purinicas livres sdo chamadas de enzimas recicladoras® e constituem o ponto principal da via.
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de novo
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+ADP  gln+ s GDP @
+PI ATP NADH + H I - L
ADP @ NAD y fum ADP
%—XMP*& Il S-AMP — .
ATP GMP @ ) IMP @ @ AMP+_ ATP PP
® @ NH ADF’
guanosina "Pi |nosma ATp
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adcnma
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)\ % CH s d NAP
G
NADH + H+
xantina  NADH + H /'
NAD" 'CH SAM
@ X 8-hidroxiadenina
. NAD"
NADH + H ® .
NADH + H

urato 2,8-dihidroxiadenina

Figura 8 — Vias metabdlicas associadas a reciclagem de purinas. As reacdes (1), (2) e (6) sdo catalisadas
pelas enzimas recicladoras. As enzimas sdo: (1) adenina fosforribosiltransferase (APRT), (2)
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferase (HGPRT), (3) purino nucleosideo fosforilase, (4)
xantina desidrogenase, (5) 5’-nucleotidase, (6) adenosina quinase, (7) adenosina desaminase, (8)
AMP desaminase, (9) S-AMP sintetase, (10) S-AMP liase, (11) IMP desidrogenase, (12) GMP
sintetase, (13) gualinato quinase, (14) adenilato quinase, (15) guanina desaminase, (16) SAH
hidrolase, (17) homocisteina  metiltransferase, (18) SAM descarboxilase e (19)
aminopropiltransferase. X é um aceptor de grupo metil. Em vermelho destaca-se a rea¢do da enzima
APRT e em azul destaca-se a formacao do metabdlito insoltvel 2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA).

Existem dois tipos principais de enzimas recicladoras de purinas, as nucleosideo

21

quinases e as fosforribosiltransferases (PRTases)? As nucleosideo quinases sdo

responsaveis pela fosforilacéo direta de nucleosideos a nucleotideos:

Nucleosideo + ATP = Nucleosideo 5’-fosfato + ADP

A principal nucleosideo quinase encontrada em tecidos animais € a adenosina quinase.
Essa enzima citosolica dependente de Mg®" catalisa a fosforilacdo da adenosina & AMP,
consumindo uma molécula de ATP?%,

Ja as PRTases (ver item a seguir) convertem bases purinicas em seus respectivos

nucleotideos em uma Unica etapa:

Purina + PRPP = Nucleosideo 5’-fosfato + PP;
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1.3 Fosforribosiltransferases (PRTase)

O grupo das PRTases € responsavel por catalisar reacfes enzimaticas envolvendo
purinas livres, ions magnésio e PRPP. Obtém-se dessas reacdes, um ribonucleotideo e um

pirofosfato livre?**®. Na figura 9 est&o representados alguns exemplos de reacdes catalisadas

por PRTases.
I : APRT +Mg
<‘ i + I—ZDI\)_{DE 20.F OCHy- ‘, f.« + PP i
Adenina PRPP )_ ‘,'
2DPOCH A \?__.-Q_g-_g_?-_g- HGPRT +Mg*
<-il\r”’J 91— S 20,2 OCH;- <'j\\\|) ppP i
PRPP '
Hipoxantina }
M /B\\u{ 40P OCH— A -7-0-0-—0—12-0 \PRT +MU
<1:H\ $ L <, \A/L PP .
o EDPEDE 20,POCH~ 4 o i
Xantina y 3
20.POCH- '0*?70713—0 HGPRT +Mg+ {\lj
ﬁjﬁ )_‘" - 20;POCEH- \““\r"?\l\” + PP1

(Guanina PRPP )
ED OE

Figura 9 — Exemplos de reacgdes de reutilizacio de purinas catalisadas por PRTases.
Nota-se que a partir de bases nitrogenadas livres, PRPP e ion magnésio, as
PRTases catalisam a formacdo de: adenilato (AMP), inosinato (IMP),
xantonilato (XMP) e guanilato (GMP). O pirofosfato (PP;) é o produto
secundario das reagfes”.

Na catélise ocorre o deslocamento do o-1’-pirofosfato do PRPP por um ataque
nucleofilico, onde um radical contendo nitrogénio é o agente nucleofilico. Os produtos da
reacdo sdo as riboses-5’-fosfato substituidas em B-1 e o pirofosfato. O nucleo6filo para a
maioria das PRTases € a base nitrogenada do nucleotideo, enquanto que o produto é o
nucleosideo-5-monofosfato 332,

O processo de ataque nucleofilico pela purina no atomo C-1'do PRPP compreende um

processo sequencial onde o pirofosfato é liberado primeiro, seguido pela liberacdo do
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nucleotideo, tanto por um mecanismo de deslocamento tipo SN1 ou SN2. Caso a reacdo
ocorra via um deslocamento nucleofilico do tipo SN1, supdem-se que o estado de transicao
seja um intermediério carregado positivamente — 0 oxycarbonium®* 2 *. Por outro lado, em
uma reacdo via deslocamento nucleofilico do tipo SN2, a enzima ira promover um ataque
nucleofilico simultaneo a formacéo de produto onde ocorre a rapida transferéncia do PRPP e a
formacdo do complexo ternario® %.

Baseado em suas caracteristicas estruturais, as PRTases sdo classificadas em dois
grupos, tipo 1 e tipo Il. As do tipo | sdo identificadas por um motivo estrutural conservado de
ligacdo ao PRPP, um enovelamento comum tipo o/p***. Essas PRTases apresentam também
um loop flexivel, aléem da regido central constituida de pelo menos cinco fitas B paralelas,
rodeadas por trés ou mais hélices a (Figura 10). As PRTases do tipo I, mostradas na Tabela
1% e figura 11, apresentam também uma regido estruturalmente variavel, denominada de

subdominio hood, que esté relacionada com a especificidade pela base nitrogenada?® " %2,

1 (HO 0 d »
“Loop” flexivel

Figura 10 — Estrutura tridimensional do monémero da APRT de Leishmania tarentolae representada na
forma de fitas. As fitas B estdo identificadas com a letra S e as o hélices com a letra H. O loop
flexivel (S7 e S8), responsavel por proteger os substratos do solvente, esta na conformagéo aberta. E
possivel notar que o subdominio hood, responsavel pela especificidade pela purina, ndo esta
interagindo com o loop flexivel®.
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Tabela 1 — Estruturas de fosforribosiltransferases (PRTases) disponiveis no Protein data bank (PDB)®.

PRTase Organismo Cddigos de deposito no PDB
Leishmania donovani 10B7, 1QCC, 1QB8 e 1QCD
Leishmania tarentolae 1MzZV
APRT Giardia lamblia 1L1Q e 1L1IR
Saccharomyces cerevisiae 1G2Q e 1G2P
Homo sapiens 1ZN7, 1ZN8, 1ZN9 e 10RE
Escherichia coli INUL, 1A95, 1A96, 1A97 e 1A98
XPRT T. tengcongensis 1YFZ
Bacillus subtilis 1YO0B e 2FXV
Tritrichomonas foetus 1HGX
HGXPRT Toxoplasma gondii 1FSG, 10QK3, 10K4,1QK5 e 1DBR
Leishmania tarentolae 1PZM
GPRT Giardia lamblia 1DQN e 1DQP
Homo sapiens 177G, 1BZY, 1HMP e 1D6N
HGPRT Plasmodium falciparum 1CJB
T. tengcongensis 1R3U
Trypanosoma cruzi 1TC1, 1TC2, 1101,1113,1114,1101, 1P17,
1P18 e 1P19
HPRT Escherichia coli 1G9S, 1GIT e 1GRV
Salmonella typhimurium 1J7]
Salmonella typhimurium 1LHO, 10PR e 1STO
OPRT Escherichia coli 10RO
Streptococcus pyogenes 2AEE
Bacillus caldolyticus 115E
Thermotoga maritima 1050
UPRT Toxoplasma gondii 1BD3, 1JLR, 1BD4, 1UPF, 1JLS e 1UPU
Thermus thermophilus 1V9S
Sulfolobus solfataricus IXTT, 1IXTV e 1XTU

" Adenina PRTase (APRT), Xantina PRTase (XPRT), Hipoxantina-guanina-xantina PRTase (HGXPRT),
Guanina PRTase (GPRT), Hipoxantina-guanina PRTase (HGPRT), Hipoxantina PRTase (HPRT), Orotato
PRTase (OPRT) e Uracil PRTase (UPRT).

Quanto as PRTases do tipo IlI, a Quinolinato fosforribosiltransferase (QPRT) de
Salmonella typhimurium é a Unica representante do grupo com estrutura tridimensional

conhecida. Esta enzima nédo apresenta um enovelamento de ligagdo ao PRPP caracteristico e é
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composta por uma mistura de dominios o/f na regido N-terminal e um barril tipo o/p no

dominio C-terminal*® *2.
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Figura 11 — Alinhamento das sequéncias primérias de representantes das PRTases com estrutura
tridimensional elucidada. 1QB7 (APRT de L. donovani); 1IMZV (APRT de L. tarentolae);
1L1Q (APRT de G. lamblia); 1G2Q (APRT de S. cerevisiae); 1ZN7 (APRT de H. sapiens);
1BD3 (UPRT de T. gondii); 10RO (OPRT de E. coli); INUL (XPRT de E. coli); 1TC1 (HPRT
de T. cruzi); IHGX (HGXPRT de T. foetus); 127G (HGPRT de H. sapiens); 1DQN (GPRT de
G. lamblia). Alinhamento obtido com o programa MultAlin®.

1.4 Adenina Fosforribosiltransferase (APRT)

A APRT (EC 2.4.2.7) de Homo sapiens (Figura 12), alvo de estudo deste trabalho, é
uma PRTase do tipo | e catalisa a conversdo de adenina e PRPP em AMP, através de uma
reacdo dependente de um ion magnésio.

O gene para a APRT humana (hAPRT) foi identificado pertencendo ao cromossomo
16 I6cus q24 (16q24.3), apresentando 2,8 kpb e contendo cinco éxons e quatro introns®” %8, A
massa molecular calculada da hAPRT é de 19,5 kDa por subunidade constituida por 180

residuos e apresenta-se com oligomerizacdo monodimérica. Essa enzima estd amplamente
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distribuida nos tecidos humanos e constitui o Unico mecanismo de recuperacdo de adenina

livre resultante da via de biosintese de poliaminas ou da dieta alimentar®" 323",

Figura 12 — Estrutura quaternaria da APRT de Homo sapiens representada na forma de fitas.

O mecanismo da reacdo catalisada pela APRT ndo é totalmente conhecido, mas
estudos cinéticos sugerem um mecanismo tipo pingue-pongue. A ligacdo do PRPP
promoveria a formagdo de um intermediario enzima-ribosilfosfato e a posterior adicdo da
adenina levaria a liberagdo do PP; seguida pela liberacéo do AMP?":3%40,

Para isso, foi proposto que o atomo de oxigénio da ribose do PRPP deve atacar o
proton do nitrogénio (N9) da adenina levando a sua desprotonacdo. Posteriormente, este
atomo do anel transfere diretamente o seu préton para o oxigénio do pirofosfato do PRPP que
esta ligado diretamente ao carbono C-1' da ribose. Esse ataque nucleofilico feito pela purina

ao PRPP leva a liberacdo do PP; e posterior liberacdo do AMP?®2%:32,

31, 32

A estrutura tridimensional da hAPRT foi previamente descrita com trés diferentes

situacdes de ocupacdo dos sitios ativos do homodimero: ambas subunidades ocupadas pelo
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produto AMP (10RE e 1ZN8), uma subunidade ocupada por AMP e a outra vazia — hemi-apo
(1ZN9) e com as duas subunidades ocupadas pelos substratos PRPP a adenina (1ZN7).

Quando comparadas com APRT de outros organismos de estruturas conhecidas, a
hAPRT apresenta uma certa identidade de sequéncia e estrutura. A sequéncia da mesma
possui 44,7% de identidade frente a APRT de S. cerevisiae (1G2P), 36,6% frente a de G.
lamblia (1L1Q) e 27,5% frente & de Leishmania (IMZV e 1QB7)*" %,

A descricdo da estrutura da hAPRT mostra que a enzima é composta por nove fitas 3 e
seis hélices o, podendo ser dividida em 3 regides principais: dominio central (residuos 33-
169), hood (residuos 5-34) e loop flexivel (residuos 95-113)" 32,

O dominio central forma uma folha  com cinco fitas p paralelas (S3, residuos 59-65;
S4, residuos 82-88; S7, residuos 122-128; S8, residuos 141-156 e S9, residuos 171-176). Esse

dominio, conservado em todas as PRTases do tipo 2% *

¢ cercado por quatro hélices o
identificadas como H3, H4, H5 e H6. As hélices H3 e H4 (residuos 36-53 e 68-79,
respectivamente) localizam-se em um dos lados da folha p enquanto as hélices H5 e H6
(residuos 134-146 e 163-169, respectivamente) localizam-se do lado oposto. A regido do hood
contém duas hélices a (H1, residuos 12-18 e H2, residuos 30-35) e duas fitas B (S1, residuos
13-17 e S2, residuos 24-29). O loop flexivel formado por duas fitas B antiparalelas (S5,

residuos 95-103 e S6, residuos 106-113), esta na conformacéo aberta em todas as estruturas

da hAPRT elucidadas.

1.5 Deficiéncias na APRT — A 2,8-Dihidroxiadenina Urolitiase

A 2,8-Dihidroxiadenina Urolitiase (2,8-DHA Urolitiase) é uma doenca resultante de

uma desordem hereditaria autossémica recessiva, que leva a deficiéncia de atividade da

APRT. Com isso, a rota normal de reciclagem da adenina é impedida levando a seu acimulo.
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Esse excesso de adenina é entdo oxidado pela enzima xantina desidrogenase (XDH),
formando a 2,8-DHA, via producéo do intermediario 8-Hidroxiadenina (8-HA) (Figura 13). O
composto 2,8-DHA possui baixa solubilidade, levando a formacéo de cristais e pedras nos

rins e trato urinario e, consequentemente, a sérias deficiéncias renais®” *'.

AMP «——— IMP

I l

APRT Adenosina ——» Inosina

|

e —————

8-Hidroxiadenina ¢————— Adenina Hipoxantina ————— Xantina
XDH X0
XDH T l
2,8-Dihidroxiadenina Dieta alimentar e Acido Urico
(2,8-DHA) Biosintese de Poliaminas

Figura 13 — Via metabdlica da adenina em humanos. Na auséncia de deficiéncia na atividade da APRT (em
vermelho), a adenina € convertida pela mesma a AMP. Porém, quando h4d um acimulo de adenina
por insuficiéncia catalitica da APRT, seu excesso € convertido a 2,8-DHA pela enzima xantina
desidro%enase (XDH, em azul) através do intermediario 8-Hidroxiadenina. XO — Xantina
oxidase™’.

A 2,8-DHA Urolitiase foi inicialmente diagnosticada em criancas. Atualmente
encontram-se descritos casos em individuos com faixa etaria entre cinco meses a setenta e
quatro anos, sendo 25,1 anos a idade média dos pacientes. Os sintomas clinicos sdo: coélicas
renais, infeccGes no trato urinario e perda de sangue na urina. Essas manifestacdes clinicas
sdo provenientes da formacdo de pedras e cristais de 2,8-DHA. Alguns individuos
permanecem assintomaticos, enquanto outros desenvolvem a doenca na forma mais grave
chegando a faléncia renal.

Foram identificados dois tipos de deficiéncia na APRT relacionados a formacdo de
2,8-DHA, segundo o nivel residual de atividade da enzima em lisados de eritrocitos. Nos

pacientes pertencentes ao tipo I, ndo ha atividade detectdvel da enzima. Esse grupo é
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composto por pacientes de 19 paises, sendo predominantes em caucasianos e com pequena
ocorréncia em japoneses**®*. O alelo mutante para esse tipo de deficiéncia é denominado
APRT*QO, sendo seus pacientes homozigotos ou heterozigotos para alelos inativos.

Jé o tipo Il da doenca caracteriza-se por apresentar significante atividade da APRT em
lisados celulares, entre 10 a 25% da enzima normal em hemolisados, e aparenta ser exclusivo
da populacdo japonesa®®®. O alelo mutante que codifica esse tipo da doenca é denominado
APRT*J e caracterizado pela mutacdo M136T, sendo seus pacientes também homozigotos
para o0 alelo M136T ou compdem heterozigose para M136T/alelo inativo. Em ambos 0s tipos
da doenca, a atividade da APRT néo € detectavel em células intactas ou funcionais in vivo.

As mutagOes responsaveis pela deficiéncia da APRT s&o devidas a substituigdes de
base na sequéncia codificante do tipo missense’ e nonsense”, insercdes’® e delecdes’’. Até o
momento, foram encontradas dezoito diferentes mutacdes em pacientes, sendo quatro em
japoneses e quatorze de outras nacionalidades. Dessas 18 mutacOes, apenas sete sdo do tipo
missense, levando a producdo de variantes da hAPRT com atividades cataliticas alteradas. A
tabela 2 mostra a distribuicdo das mutacdes conforme a nacionalidade dos pacientes
identificados®".

O tratamento da 2,8-DHA Urolitiase inclui uma dieta com restricdo de purinas e alta
ingestdo de liquidos. Alem disso, a formacdo de 2,8-DHA pode ser controlada com a
utilizacdo de allopurinol, porém quantidades de 8-HA podem continuar sendo secretadas. A
terapia com allopurinol ndo reduz o nivel total de compostos de adenina excretados pelos
pacientes, mas promove um rearranjo em suas proporcles, aumentando a quantidade de
adenina na urina. Como a adenina tem maior solubilidade frente a 8-HA e 2,8-DHA, o

allopurinol previne a formag&o de cristais e pedras** >%->% 0.3,
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Tabela 2 — Mutacdes no l6cus APRT em pacientes japoneses e ndo japoneses®’.
Pals de Mudanga de Mugjan/gq de Localizagdo  No. Alelo Mutagao
origem base aminoacido
A-G M1V Exon 1 1 Cabdon de iniciacio
Hungria Delecio ‘ Frameshift a partir
GGCCCCA Exon 3 2 de P93
Grécia Insercdo T Exon 2 Ambos Frameshift a partir
de 161
« . Frameshift a partir
Insercao T Exon 2 1 de 161
EUA . .
G—oA R67Q Exon 3 2 Missense
Insercdo T intron 4 1 Splice donor
Islandia A>T D65V Exon 3 Ambos Missense
Inglaterra A>T D65V Exon 3 Ambos Missense
Paquist&o CoT R87X Exon 3 Ambos Nonsense
« . Frameshift a partir
Franca Delecéo AC Exon 3 Ambos de P95
Canada T—>C L110P Exon 4 Ambos Missense
Bermuda A>T 1112F Exon 4 1 Missense
T—C C153R Exon 5 2 Missense
Iraque G-oT intron 4 Ambos Splice donor
Bélaica Delecdo TTC AF173 Exon 5 1 Delecao tripla
g Insercdo T intron 4 2 Splice donor
Alemanha  Insercdo T intron 4 Ambos Splice donor
Austria Insercdo T intron 4 Ambos Splice donor
Australia G—A R89Q Exon 3 1 Missense
G-oA W98X Exon 3 Ambos Nonsense
CoT A99A Exon 3 Ambos Silenciosa
G—A W98X Exon 3 1 Nonsense
Japio CoT A99A Exon 3 1 Silenciosa
T—C M136T Exon 5 2 Missense
T-C M136T Exon 5 Ambos Missense
Insercéo . Frameshift a partir
CCGA Exon 3 L de 186
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Com isso, o presente trabalho dedica-se ao estudo de oito das dezoito mutagdes
apresentadas: as sete mutagdes do tipo missense (R67Q, D65V, L110P, 1112F, C153R, R89Q
e M136T) e a delecdo AF173 utilizando uma estratégia de inserir um residuo de glicina como
espacador (F173G), uma vez que a proteina resultante desse gene deletado é insoldvel®. A

figura 14 mostra a distribuicdo dessas oito mutacGes na estrutura tridimensional da hAPRT.

D65V I R89Q 1112F [ ci153r
R67Q [L110pr IM136T M F173G

Figura 14 — Mapa das mutag¢des da hAPRT estudadas.
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo o uso da hAPRT como modelo na
caracterizacdo funcional e estrutural de seus mutantes, para desvendar seu mecanismo
catalitico e correlacionar os mutantes encontrados em pacientes com manifestacdes clinicas de
urolitiase a essa deficiéncia.

Com isso, pretende-se complementar o quadro das mutagéneses sitio-dirigidas da
hAPRT iniciadas e caracterizar 0s parametros cinéticos desses mutantes. Pretende-se também
realizar ensaios de cristalizacdo e andlise estrutural dos mutantes a fim de identificar as
alteracOes causadas pelas trocas de residuos na enzima e correlaciona-las ao efeito sobre os
parametros cinéticos e aspectos clinicos identificados para cada mutante.

Assim, os objetivos especificos do trabalho séo:

A. Mutagénese sitio-dirigida da hAPRT;

B. Expressdo e purificacdo de cada mutante;

C. Determinacdo dos parametros cinéticos dos mutantes frente aos substratos adenina
e PRPP;

D. Desenvolvimento de ensaios de cristalizacdo dos mutantes da enzima hAPRT;

E. Coleta de dados cristalograficos e determinacdo da estrutura tridimensional dos

mutantes.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Mutagénese Sitio-dirigida

A mutagénese sitio-dirigida in vitro é uma técnica de grande valor para o estudo da
relacdo estrutura-funcdo de proteinas, expressdo génica e para realizar modificacdes em
vetores. Existem varias metodologias descritas para a execucao de mutacdes’®®'. Porém, esses
métodos geralmente requerem DNA moldes fita simples e possuem execucao complexa.

Assim, para a realizacdo das mutagdes pontuais na hAPRT, utilizou-se da metodologia

comercial “QuickChange® Site-Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene, #200518). Na figura

15 encontra-se esquematizado o procedimento utilizado.

Nucleotideo alvo da mutagénese
—— DNA plasmidial parental
jj Oligonucleotideo contendo a mutagdo
— DNA plasmidial mutado

Figura 15 — Estratégia utilizada na mutagénese sitio-dirigida no gene da hAPRT. A sequéncia dos passos
estd indicada pelas setas. A — Construgdo do gene da hAPRT em pET-29a(+). B — PCR,
desnaturagdo do vetor e anelamento com o oligonucleotideo contendo a mutagdo. C -
Amplificacdo do gene incorporando a mutacéo. D - Digestdo do DNA parental. E —
Transformacdo em células supercompetentes XL1-Blue para fechar o vetor.

Além disso, sdo necessarios oligonucleotideos contendo cada uma das mutacdes

desejadas. Por isso, 8 pares de oligonucleotideos foram desenhados e sintetizados (Figura 16).
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Figura 16 — Oligonucleotideos utilizados nas mutagdes sitio-dirigidas realizadas com a hAPRT. Cada
retangulo representa uma mutacdo. Em maitsculo encontram-se as sequéncias de aminoacidos na
regido e em minGsculo, as de nucleotideos. Em azul estdo marcados os oligonucleotideos
utilizados. As mutagdes estdo marcadas em vermelho. As sequencias originais estdo em preto. As
trincas de bases alteradas estdo sublinhadas. Os residuos substituidos estdo em rosa e 0s novos em

verde.
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Estes oligonucleotideos foram previamente purificados em gel de poliacrilamida.
Foram realizadas entdo as reacOes de mutagénese da seguinte maneira: cada reacdo continha
150 ng de ambos os oligonucleotideos complementares, 50 ng de DNA pET-29a(+)/gene
hAPRT, 2,5 U/uL de Pfu-turbo DNA polimerase (Stratagene), 5 nM de dNTPs e agua g.s.p.
50 pL. As mutagdes foram feitas em termociclador “GeneAMP 2400 (Perkin-Elmer CETUS)
ajustado para 1 minuto de desnaturacdo a 95°C, seguido por 12 ciclos de desnaturacfes a
95°C por 0,5 minutos, intercalados por periodos de anelamentos a 55°C por 1 minuto e
periodos de extensdo de 6 minutos a 68°C. Ao final do décimo segundo ciclo a reacdo foi
mantida por 10 minutos a 68°C e posteriormente resfriada a 4°C.

O produto da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi digerido com a enzima Dpn |
(Stratagene) para eliminacdo do DNA parental. Na digestdo foram utilizados 10 pL do
produto da PCR e 1 pL de enzima a 10 U/uL, cautelosamente homogeneizados, e mantidos
em repouso a 37°C por 1 hora. O DNA linear foi introduzido em bactéria competente XL1-
Blue (Stratagene). Foram utilizados 50 pL de células competentes descongeladas
cuidadosamente em banho de gelo e 5 pL do DNA produzido pela PCR. A mistura foi
cautelosamente homogeneizada com pipetador e deixada em repouso por 30 minutos no gelo.
Apos esse tempo foi realizado choque térmico (75 segundos a 42°C e 3 minutos no gelo)
seguido do acréscimo de 450 pL de meio de cultura SOC (2% triptona, 0,5% extrato de
levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM glicose, pH 7,0), previamente
aquecido a 37°C. As células cresceram por 1 hora sob agitacdo de 225 rpm. Parte da cultura
(50 pL) foi transferida para placa de Petri contendo 25 mL de meio de cultura LB sélido (1%
triptona, 0,5% extrato de levedura, 200 mM NaCl, 1,5% agar, pH 7,0), suplementado com
tetraciclina (5 pg/mL) e canamicina (30 pg/mL). A placa assim preparada foi mantida a 37°C
por 24 horas. Clones de cada uma das mutacGes foram analisados em sequenciador tipo

ABI377 DNA. Na amplificacdo do gene hAPRT foram utilizados os oligonucleotideos T7
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“foward” e T7 “reverse”, indicados para o sequenciamento de genes clonados em vetor pET.
As sequencias obtidas foram analisadas com o programa Generun, e comparadas a sequéncia
parental com o programa Multalin®®.

Os mutantes selecionados pelo sequenciamento foram introduzidos, por choque
térmico, em bactérias competentes Escherichia coli BL21 (DE3) (ompT®oz’ dem™). A
designacdo DES3 significa que a linhagem contém o lisogénio lambda DE3 que carrega o gene
para a T7 RNA Polimerase sob o controle do promotor lacUV5. O IPTG (Isopropil B-D-
tiogalactopiranosideo — Invitrogen) torna-se necessario para induzir a expressdo da T7 RNA
Polimerase.

Para tanto, foram incubados 5 uL do plasmideo pET-29a(+)/gene hAPRT-mutado em
50 pL de célula. A selecdo dos clones foi feita em placas de Petri com 20 mL de meio LB

solido suplementado com canamicina a 30 pg/mL (concentracéo final).

3.2 Expressdo da Enzima hAPRT

Para a expressao da hAPRT recombinante e de seus mutantes, uma unica colonia de E.
coli BL21(DES3), contendo a respectiva construcdo génica, foi cultivada em 5 mL de meio LB
liquido (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 200 mM NaCl, pH 7,0 — pré-inoculo) a 37°C,
acrescido de 30 pg/mL de canamicina e mantido sob agitacdo constante de 250 rpm por
aproximadamente 16 horas. O pré-indculo foi utilizado pra inocular 500 mL de meio 2xYT
(1,6% triptona, 1% extrato de levedura, 100 mM NaCl, pH 7,0) contendo canamicina em
concentracdo final de 30 pg/mL. As condigcdes de crescimento bacteriano foram as mesmas
utilizadas no pré-inoculo. Ao atingir a densidade 6tica de 0,6 (D.O.g00 nm = 0,6), a cultura foi
induzida a produzir a proteina alvo pela adicdo de 50 uM, concentracdo final, de IPTG. O

crescimento da cultura induzida foi mantido por aproximadamente 20 horas nas condigcoes
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previamente descritas. ApoOs esse tempo, centrifugou-se o inoculo a 6.000 rpm, por 15
minutos a 4°C e, em seguida, descartou-se o sobrenadante.

O precipitado (“pellet”) resultante da indugdo foi ressuspendido em 10 mL de tampao
A (20 mM fosfato de sodio, pH 7,4). As células foram rompidas através de oito ciclos de
congelamento em N liquido e descongelamento a 42 °C. Adicionou-se ao extrato 16 puL de
MgCl, 5M e 3 pL de Deoxyribonuclease | (Invitrogen) e incubou-se a temperatura ambiente
por 30 minutos. O lisado foi clarificado por centrifugacdo a 18.000 rpm por 60 minutos a 4°C.

A fracdo sollvel teve seu volume completado para 50 mL com tampéo A.

3.3 Purificacéo da Enzima hAPRT

Para a purificacdo da hAPRT, adotou-se a utilizacdo de um método cromatografico em
meio liquido de alta performance utilizando uma coluna de CHT™ Hidroxiapatita Ceramica
(Bio-Rad) de férmula Caio(PO4)s(OH):*2. Os grupos funcionais sdo: pares de ions de célcio
cristalinos positivamente carregados (sitio C), e conjuntos de seis 4&tomos de oxigénio
negativamente carregados associado com trincas de fosfatos cristalinos (sitios P). Estes
grupos sdo distribuidos em padrdes fixos na superficie do cristal®.

O mecanismo de interacdo hidroxiapatita-proteina é bastante complexo. Interacdes
eletrostaticas ocorrem entre 0s ions positivamente carregados de célcio e negativamente
carregados dos grupos fosfato com a superficie de biomoléculas. Os grupos amino de
proteinas sdo atraidos pelo sitio P mas repelidos pelo sitio C, ja para grupos carboxilicos as

interacdes se invertem (Figura 17)%.
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Figura 17 — Esquema de interacdo entre proteina e hidroxiapatita. A ¢ uma proteina basica e B, 4cida. Os
parénteses duplos indicam repulsdo, as linhas pontilhadas ligag@es iénicas e o tridngulo ligacdo por
coordenagao®.

Efeitos repulsivos e a distribuicdo geométrica de cargas da Hidroxiapatita conferem
seletividade Unica. Tipicamente, proteinas acidas, basicas e neutras ligam-se a hidroxiapatita
usando um tampao fosfato de baixa forca i6nica. A elui¢do ocorre em um gradiente de tampéo
fosfato onde a forca ibnica é aumentada. Em geral, a hidroxiapatita apresenta grande afinidade
por proteinas de pl alto e baixa afinidade por proteinas de pl baixo. Assim, as proteinas
tendem a separarem-se de acordo com seu ponto isoelétrico, proteinas mais acidas eluem mais
cedo ou ndo se ligam completamente e proteinas basicas e neutras eluem mais tarde.

Com base nestes critérios, a fracdo soltvel foi aplicada em aliquotas de 25 mL em
coluna de 25 mL de hidroxiapatita, previamente equilibrada com tampdo A, acoplada ao
sistema automatizado de cromatografia liquida de alta performance AKTA Purifier (GE
Healthcare Life Sciences).

A coluna foi inicialmente lavada com 150 mL de tampdo A mantendo-se o fluxo de
2,0 mL/min a temperatura ambiente. A hAPRT néo se liga a coluna, eluindo ja na lavagem.
Assim, a retirada das outras proteinas que permaneceram ligadas a coluna foi realizada em
outro passo de lavagem feito com tampéao B (200 mM fosfato de sédio, pH 7,4). Fracdes de 2
mL foram coletadas durante a purificacdo e as fracfes correspondentes & proteina foram

acompanhadas em gel de eletroforese (15% SDS-PAGE).
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3.3.1 Troca do Tampédo da hAPRT para Realizacao dos Ensaios Cinéticos

Uma vez que a hAPRT possui regides de interacdo ao PRPP, composto que possui 3
grupos fosfato, resolveu-se realizar uma troca de tampédo para eliminar a possibilidade de
interferéncia do tampdo fosfato. Para isso, a proteina purificada foi submetida a cromatografia
de filtracdo em gel em coluna de Desalting, composta pela matriz Sephadex™ G-25 (GE
Healthcare Life Sciences).

Esta técnica separa moléculas baseada em tamanho. Em um passo Unico, a amostra
tem seu tampdo trocado e materiais de baixo peso molecular, como sais indesejados, sao
removidos. Volumes de amostra de até 30% do volume da coluna podem ser aplicados para
separacdo com maxima resolucdo e minima diluicao.

Para isto, a proteina purificada foi aplicada em aliquotas de 15 mL em coluna de
Desalting de 50 mL, previamente equilibrada com tampdo TEA (100 mM Trietanolamina, pH
7.4), acoplada ao sistema automatizado de cromatografia liquida de alta performance AKTA
Purifier (GE Healthcare Life Sciences).

Realizou-se uma eluigdo isocratica com 80 mL de tampdo TEA mantendo-se o fluxo
de 2,0 mL/min a temperatura ambiente. Fracbes de 5 mL foram coletadas durante a
purificacdo e as fracbes correspondentes a proteina foram acompanhadas em gel de
eletroforese (15% SDS-PAGE).

As fraces que continham a enzima foram reunidas e sua concentracdo foi
determinada pelo método de Bradford®. Assim, apds a concentragdo ser ajustada para o valor

desejado para o experimento, a hAPRT pode ser submetida aos ensaios cinéticos.
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3.4 Caracterizacdo Cinética da hAPRT

3.4.1 Ensaio Enzimatico Espectrofotométrico da hAPRT

Este ensaio baseia-se em adaptaces do protocolo descrito por Tuttle & Krenitsky®,
onde a taxa de mudanca na absorbancia resultante da conversdo da adenina e PRPP em AMP
foi monitorada espectrofotometricamente em cubeta de quartzo a 25°C. O volume final de
reacdo utilizado foi 500 pL. Os experimentos foram iniciados pela adi¢cdo de 20 nM e 50 nM
de hAPRT e monitorado a 259 nm por 60 segundos. Para estes testes iniciais a concentracao
de adenina foi mantida em 100 uM e a concentracdo de PRPP em 25 pM. Utilizou-se também

5 mM de MgCl, e 100 MM TEA.

3.4.2 Testes de Precipitacdo com LaCls;

Com o objetivo de eliminar a interferéncia resultante da sobreposicéo dos espectros de
absorcdo molecular dos reagentes e produtos, resolveu-se buscar novas possibilidades para o
ensaio enzimatico da hAPRT. Alguns ensaios baseados em metodologias radioativas

40, 86-88

encontram-se descritos na literatura , mas nenhum deles mostrou a agilidade de

execucdo necessaria para a caracterizacdo da cinética enzimatica de todos os mutantes.
Entretanto, uma modificacdo de um destes ensaios descrita por Johnson et al.®,

mostrou-se bastante conveniente para o tipo de analise que se deseja realizar com a hAPRT e

seus mutantes. Este método baseia-se na precipitacdo do PRPP restante e AMP formado

através de sua complexacdo com um sal de metal pesado, no caso, o cloreto de lantanio

(LaCl3) e a medida da taxa de mudanca na absorbancia resultante do consumo de adenina.
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Baseado nestas informacdes, foi proposta a adaptacdo deste método para atender as
necessidades apresentadas para 0s ensaios deste projeto. Assim, 0 primeiro passo realizado no
estabelecimento desta nova metodologia, foi testar sua viabilidade com ensaios de
precipitacdo dos compostos frente ao LaCls.

Para isso, as seguintes misturas teste com volume final de 50 pL foram realizadas:

e Teste do AMP:
- 100 mM tampéo TEA;
- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA);

-5 uM, 25 UM, 50 pM, 100 uM, 150 uM e 200 uM AMP.

e Teste do PRPP:
- 100 mM tampéo TEA;
- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA);

- 5 M, 250 uM e 500 M PRPP.

e Teste do AMP + Adenina:

- 100 mM tampéo TEA;

- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA);

-5 uM, 25 pM, 50 pM, 100 puM, 150 uM e 200 pM AMP;

-5 uM, 25 uM, 50 uM, 100 pM, 150 uM e 200 uM Adenina.
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e Teste do AMP + Adenina + PRPP:

- 100 mM tampéo TEA;

- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA);

-5 uM, 25 pM, 50 pM, 100 puM, 250 uM e 500 uM AMP;
-5 uM, 25 puM, 50 uM, 100 puM, 250 uM e 500 uM Adenina;

-5 uM, 25 UM, 50 pM, 100 uM, 250 uM e 500 pM PRPP.

e Branco para os testes:
- 100 mM tampéo TEA;
- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA).
Na figura 18, encontra-se esquematizado o procedimento para a precipitacdo das

misturas teste.

Adicionou-se
200 pL LaCl; 0.5 M

Adicionou-se Misturou-se e incubou-
1 mL Stop Buffer” se no Gelo 30°
Misturou-se e 111«,ubou- Centr 1h10011 -se
se no Gelo 13.200 rpm 30° 4°C
Mistura Teste *50 mM NaAc Vol. final — 1250 pL
Volume — 50 pL 2 mM Na,HPO4 pH 5.0 Diluigiio — 25 vezes

Figura 18 — Procedimento de precipitacdo com LaClz. Cada uma das misturas teste foi precipitada. O branco
também foi submetido ao processo de precipitacao.

Apo6s a precipitacdo e centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi analisado por
espectrometria de absorcdo molecular na faixa de 230 a 290 nm. Espectros dos 3 compostos
(adenina, AMP e PRPP) na concentracdo de 200 UM e na presenca de tampdo TEA 100 mM

também foram obtidos para comparagé&o.
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3.4.3 Ensaio Enzimatico da hAPRT Através da Precipitagdo com LaCls

Uma vez verificada a eficiéncia da precipitacdo do AMP e PRPP com LaCls e a ndo
interferéncia na determinacdo da adenina em solucéo, realizou-se uma primeira varredura com
a enzima hAPRT nativa para validar a metodologia. Assim, ensaios para determinacdo das
constantes de afinidade frente a adenina e ao PRPP foram realizados da seguinte maneira.

Para a caracterizacdo da afinidade frente a adenina, a concentracdo de PRPP foi
mantida constante em 50 uM; variando-se a concentracéo de adenina entre 0,78 uM a 100 uM
e vice-versa. O volume final de reacédo utilizado foi 500 pL. A reacgéo foi iniciada pela adi¢éo
de 20 nM de hAPRT e mantida a 37°C por um minuto. Aliquotas de 50 pL foram retiradas a
cada 15 segundos e submetidas ao processo de precipitacdo com LaCls. Na figura 19,

encontra-se esquematizado o procedimento para o0 ensaio.

*50 mM NaAc 1 mL Stop Buffer” por tubo
2 mM Na,HPO, pH 5.0 previamente incubado no gelo
1570 30°[) 45°() 60”
Aliquotas de 50 uL.
retiradas g
Mistura Reacional Misturou-se e adicionou-se
Volume — 500 uL 200 puL. LaCl; 0,5 M
370C Misturou-se, incubou-se no
Gelo 30° e centrifugou-se
Mistura reacional: 13.200 rpm 30° 4°C

20 nM hAPRT
BSA 0.5 mg/mL 1570 30} 45°[] o0”’
MgCl, 5 mM Vol. final — 1250 pL.
TEA 72 mM Diluicdo — 25 vezes
ADE ou PRPP 50 uM (quando fixos) ﬁ] ﬁ ﬁ ﬁ
ADE ou PRPP 0,78-100 uM

Figura 19 — Procedimento para o ensaio enzimatico da hAPRT e posterior precipitacdo com LaCl;. Cada
uma das aliquotas foi precipitada. O branco também foi submetido ao processo de precipitagao.
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Apds a precipitacdo e centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi analisado por
espectrometria de absorgdo molecular na faixa de 230 a 290 nm. O branco para 0 ensaio teve
a mesma composi¢cdo da mistura reacional, trocando-se apenas a adenina e 0 PRPP por agua,
enquanto que o ponto inicial também teve a mesma composi¢cdo da mistura, trocando-se
apenas a enzima por agua.

Assim, graficos utilizando a absorbancia no comprimento de onda méaximo de
absor¢ao da adenina (A = 260,5 nm) em fungdo do tempo de reagdo foram confeccionados

para obter a taxa de conversdo de adenina a AMP pela enzima.

3.4.4 Testes de Eficiéncia da Precipitacdo com LaCl; para Diminuir a Diluicdo da

Reacéo

Para tentar melhorar a relacdo sinal-ruido das medidas a baixas concentracdes,
resolveu-se testar a eficiéncia da precipitacdo comparando as condicGes inicialmente
estabelecidas com testes reduzindo pela metade o volume de stop buffer e LaCls;

Para isso, a seguinte mistura teste, em duplicata, com volume final de 50 pL foi
realizada:

e Mistura Teste:

- 60 mM tampao TEA;

- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA);

-5 mM MgCly;

- 0,78 UM, 1,56 UM, 3,13 UM, 6,25 puM, e 100 M AMP;

- 0,78 uM, 1,56 uM, 3,13 uM, 6,25 uM, e 100 uM Adenina;

- 0,78 UM, 1,56 UM, 3,13 UM, 6,25 PM, e 100 UM PRPP.
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e Branco para os testes:
- 90 mM tampéo TEA,;
-5 mM MgCly;

- 0,5 mg/mL Albumina de soro bovino (BSA).

Na figura 20, encontra-se esquematizado o procedimento para a precipitacdo das

Adicionou-se 200 pL
LaCl; 0,5 M

Adicionou-se 1 mL Misturou-se e incubou-
Stop Buffer se no Gelo 30°

misturas teste.

Mlsturou-se e centrlfugou se 13.200

incubou-se no Gelo rpm 30° 4°C
Mistura Teste *50 mM NaAc Vol. final — 1250 pL.
Volume — 50 uL 2 mM Na,HPO, pH 5,0 Diluigdo — 25 vezes

Mlsturou—se e

Adicionou-se 100 pL
LaCl; 0,5 M

Adicionou-se 0,5 mL Misturou-se e incubou-
Stop Buffer” se no Gelo 30°

centrlfugou se 13.200

incubou-se no Gelo rpm 30° 4°C
Mistura Teste *50m M NaAc Vol. final — 650 pL
Volume — 50 uL 2 mM Na,HPO, pH 5.0 Diluigdo — 13 vezes

Figura 20 — Procedimento de precipitacdo com LaCl; para verificar sua eficiéncia. Cada uma das misturas
teste foram precipitadas nas condices inicialmente estabelecidas e reduzindo a metade o volume
das solucbes de precipitacdo. O branco também foi submetido ao processo de precipitacao.

Apos a precipitacdo e centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi analisado por

espectrometria de absor¢do molecular na faixa de 230 a 290 nm.

3.4.5 Ensaio Enziméatico da hAPRT Através da Precipitacdo com LaCl; (Menor

Diluicao)

Apb6s a obtencdo de uma nova condicdo de precipitacdo utilizando uma menor

diluicdo, realizaram-se ensaios para determinacdo das constantes de afinidade da enzima.
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Para a caracterizacdo da afinidade frente a adenina, a concentracdo de PRPP foi
mantida constante em 50 pM; variando-se a concentragéo de adenina entre 0,78 uM a 50 uM
e vice-versa. O volume final de reacéo utilizado foi 500 pL. A reacdo foi iniciada sempre pela
adicdo do PRPP e mantida a 37°C por um minuto. Aliquotas de 50 pL foram retiradas a cada
15 segundos e submetidas ao processo de precipitagdo com LaCls. Na figura 21, encontra-se

esquematizado o procedimento para o0 ensaio.

'50 mM NaAc 500 uL Stop Buffer” por tubo
2 mM Na,HPO, pH 5.0 previamente incubado no gelo
15°() 30°[) 45°[] 60”
Aliquotas de 50 uL.
retiradas "
Mistura Reacional Misturou-se e adicionou-se
Volume — 500 pLL 100 pL LaCl; 0,5 M
370C Misturou-se, incubou-se no
Gelo 30° e centrifugou-se
Mistura reacional: 13.200 rpm 30° 4°C

20 nM hAPRT

BSA 0,5 mg/mL 15’ 307 45 60
MgCl, 5 mM
TEA 72 mM
ADE ou PRPP 50 uM (quando fixos)

ADE ou PRPP 0,78-50 pM

Figura 21 — Procedimento para o ensaio enziméatico da hAPRT e posterior precipitacdo com LaCl; com
menor fator de diluicdo. Cada uma das aliquotas foi precipitada. O branco também foi submetido
ao processo de precipitagao.

Apo6s a precipitacdo e centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi analisado por
espectrometria de absorcdo molecular na faixa de 230 a 290 nm. O branco para 0 ensaio teve
a mesma composicdo da mistura reacional, trocando-se apenas a adenina e 0 PRPP por agua,
enquanto que o ponto inicial também teve a mesma composicdo da mistura, trocando-se

apenas a enzima por agua.
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Assim, graficos utilizando a absorbancia no comprimento de onda méximo de
absor¢ao da adenina (A = 260,5 nm) em funcdo do tempo de reacdo foram confeccionados

para obter a taxa de converséo de adenina a AMP pela enzima.

3.4.6 Ensaio Enzimatico Acoplado para Caracterizacdo Cinética da hAPRT

Uma vez que ndo foi possivel utilizar um ensaio enzimético direto para a
caracterizagdo cinética da hAPRT e de seu mutantes, utilizou-se um ensaio acoplado
comercial para detectar a formacdo de PPi (Enzimatic Determination of Pyrophosphate —

Sigma #P7275). Este reagente & composto pelas seguintes reagcdes enzimaticas:
PP +F-6-P—"™ ;F-16-DP+P
F-16 -DP 2= GAP +DHAP
GAP + — = DHAP

2 DHAP +2 B —NADH + 2 H* —=——
2 glycerol — 3 —phospate +2 B—NAD*

onde:

PPi = Pirofosfato;

F-6-P = D-Frutose-6-fosfato;

PPI-PFK = Frutose-6-fosfato quinase, pirofosfato dependente;
F-1,6-DP = D-Frutose-1,6-difosfato;

Pi = Fosfato inorgénico;

GAP = D-Gliceraldeido-3-fosfato;

TPI = Triosefosfato isomerase;

DHAP = Dihidroxiacetona fosfato;

GDH = Glicerofosfato dehidrogenase;

B-NADH = B-Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida);
B-NAD" = B-Nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada).

Assim, o consumo de B-NADH é monitorado espectrofotometricamente a 340 nm ao

longo do tempo. A cada 2 mols de f-NADH consumidos, 1 mol de PPi é consumido.
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Para a caracterizagdo da afinidade frente a adenina, a concentracdo de PRPP foi
mantida constante em 250 uM; variando-se a concentracdo de adenina entre 0,39 uM e 50
MM. Para a caracterizacdo da afinidade frente ao PRPP, a concentragdo de adenina foi mantida
constante em 50 pM; variando-se a concentragdo de PRPP entre 0,39 puM e 250 pM. Além
disso, utilizou-se 20 nM de enzima purificada, 100 mM de TEA, 0,5 mg/mL de BSA e 5 mM
de MgCl,. O volume de reagente utilizado foi de 167 pL e o volume final de reagdo utilizado
foi 500 pL. A reacdo foi iniciada sempre pela adicdo do PRPP e mantida a 25°C. A
absorbéancia foi monitorada a 340 nM por 60 segundos. A medida do “branco” foi realizada da
mesma maneira que a reacdo, porém na auséncia de adenina e PRPP.

Assim, os dados experimentais coletados foram analisados graficamente com o
mddulo de cinética enzimatica disponivel no programa SIGMAPLOT versdo 11.0. De posse
destes graficos, pode-se obter as constantes cinéticas para a hAPRT utilizando o modelo

descrito por Michaelis-Menten.

3.5 Analise da Conservacéo Evolutiva dos Residuos Mutados na hAPRT

O grau com que cada posicdo de aminodcidos na estrutura de uma proteina é
conservada evolutivamente € fortemente relacionado com sua importancia estrutural e
funcional. Com isso, analise da conservacdo de um certo residuo entre membros de uma
mesma familia pode oferecer informag6es sobre a importancia do mesmo.

Assim, cada uma das oito mutacGes estudadas foram analisadas utilizando o servidor
CONSURF®. O grau de conservagdo obtido para cada posicdo é o inverso de sua taxa

evolucionaria. Os resultados foram analisados utilizando o programa PYMOL™.
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3.6 Ensaios de espalhamento dindmico de luz (DLYS)

DLS é considerada uma das técnicas mais Uteis no ensaio de condigdes de
cristalizacdo de proteinas. O DLS mede a intensidade da luz espalhada por moléculas em
solugdo, ou seja, mede o coeficiente de difusdo translacional dessas moléculas, relacionado ao
raio hidrodindmico da mesma. O fenémeno do espalhamento de luz é interessante no processo
de investigacdo da massa molecular e da homogeneidade das macromoléculas. Perfis de DLS
podem prever a “cristabilidade” de uma preparagao de proteinas, indicando a homogeneidade
da amostra e a presenca ou auséncia de agregados.

As preparagdes de proteina sdo analisadas com o objetivo de estimar sua massa
molecular e verificar a presenca de agregados e contaminantes antes de realizar os ensaios de
cristalizagdo. Para tanto, a amostra foi centrifugada a 4°C a 13.000 rpm por 15 minutos e

aplicada no equipamento “ProteinSolutions DynaPro dp-801” (Protein Solutions).

3.7 Cristalizacdo, Coleta de Dados de Difracao de Raios X, Elucidacdo e Refinamento da

Enzima hAPRT

A cristalografia de proteinas tem oferecido uma poderosa ferramenta para elucidacéo
detalhada da estrutura das proteinas e vem assumindo um papel importante no estudo de
varios problemas biolédgicos. A cristalografia permite o estudo da estrutura tridimensional de
moléculas através da realizacdo de experimentos de difracdo de raios X. A difracdo de raios X

é a técnica mais utilizada para se estudar a estrutura atbmica de uma proteina.
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A determinagdo da estrutura tridimensional de uma proteina por difragdo de raios X
constitui-se de um processo trabalhoso, que tem como etapa critica & obtengdo de um mono
cristal de proteina.

Para obtencdo de um cristal de proteina existem varios métodos, entre eles 0 método
de Difusdo de Vapor, no qual duas solu¢Ges tendem ao equilibrio pela difusdo do vapor de
4gua. Neste método a técnica mais utilizada é a da Gota Suspensa® (Figura 22) no qual a gota
da solugdo de proteina mais agente precipitante é exposta gradualmente a saturacéo pela perda
de agua da gota para o largo reservatorio que contém a solucdo precipitante, dessa maneira

possibilitando o arranjo das moléculas de forma ordenada originando o cristal.

Laminula de vidro siliconizada
contendo a gota de proteina + agente
precipitante

Difusdo de vapor

Poco com solucdo
precipitante

Figura 22 — Esquema do método de cristalizacdo usando a técnica da gota suspensa. A — Modelo da caixa
de cristalizagdo. B — Modelo de um poco de cristalizag&o.

As condicdes de cristalizacdo da hAPRT foram estabelecida anteriormente por Silva et
al *. Eles determinaram que a hAPRT cristaliza nas condicdes 22 (25,5% PEG 4000, 0,085
M Tris HCI pH 8,5, 0,17 M de acetato de sodio e 15% glicerol), 28 (25,5% PEG 8000, 0,085
M cacodilato de sodio pH 6,5, 0,17 M de acetato de sddio e 15% glicerol) e 35 (0,6 M fosfato
de sddio, 0,6 M fosfato de potéssio, 0,075 M HEPES-Na pH 7,5, e 25% glicerol) do fatorial
Cryo (Hampton Research).

Desta forma, foram executados ensaios de cristalizacdo com os mutantes a 18°C

realizando uma varredura nas proximidades da condi¢do 22 do fatorial Cryo (Hampton
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Research), variando a concentracdo do agente precipitante e do sal. As concentracGes de
enzima utilizadas foram: 8 mg/mL, 5mg/mL e 3 mg/mL.

Assim, foi montado o seguinte fatorial a 18°C para cada um dos mutantes:

- Condicdo 01: 22,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 02: 23,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 03: 24,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 04: 25,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdao 05: 26,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 06: 27,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 07: 28,5 % PEG 4000, 0,16 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 08: 22,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 09: 23,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 10: 24,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 11: 25,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 12: 26,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 13: 27,5 % PEG 4000, 0,17M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 14: 28,5 % PEG 4000, 0,17 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 15: 22,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 16: 23,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 17: 24,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 18: 25,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 19: 26,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condigdo 20: 27,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;

- Condigdo 21: 28,5 % PEG 4000, 0,18 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
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- Condigdo 22: 22,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 23: 23,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 24: 24,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 25: 25,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 26: 26,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;
- Condicdo 27: 27,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5;

- Condigdo 28: 28,5 % PEG 4000, 0,19 M NaAc, 0,085 M Tris-HCI pH 8,5.

A coleta de dados de difracdo de raios X dos cristais obtidos foram realizadas na linha
de Cristalografia de Macromoléculas 2 (MX-2) no Laboratério Nacional de Luz de Sincrotron
(LNLS). O detector utilizado foi do tipo CCD, modelo MarMosaic 225 (MAR Research). Um
cristal obtido foi retirado da gota com uma alca de nylon (Hampton Research) e rapidamente
congelado em nitrogénio a 100 K (Oxford Cryosystems). O metodo utilizado para as coletas
de dados foi de rotacdo-oscilacdo, onde o cristal sofre pequenas e sucessivas oscilagdes em
torno do eixo perpendicular a direcao do feixe de raios X incidentes.

Para a reducdo dos dados foram utilizados os programas MOSFLM® e SCALAY. A
resolucdo das estruturas foi feita através do método de substituicdo molecular utilizando o
programa PHASER®. Ap6s a obtencdo das fases iniciais, 0s modelos foram refinados através
do programa PHENIX®. Apés cada ciclo do refinamento o modelo foi inspecionado
visualmente com o programa grafico COOT®". Ajustes manuais no modelo foram feitos com
base em mapas de densidade eletronica tipo Fo-Fc e 2 Fo-Fc (o) calculados segundo
formalismo de Fourier. As moléculas de agua foram incorporadas ao modelo com o programa

COOT. Os modelos estruturais obtidos foram interpretados utilizando o programa PYMOL®.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Mutagénese Sitio-dirigida

As construgdes dos mutantes D65V, L110P e M136T em vetor pET-29a(+)

transformadas em Escherichia coli BL21 (DE3) foram obtidas pelo Dr. Marcio Silva

25, 32

e

gentilmente cedidas para realizagdo deste trabalho. Além disso, clones das construcbes R67Q,

R89Q, 1112F e F173G foram obtidos conforme protocolo descrito no item 3.1. Ja a mutacao

C153R ndo foi obtida com sucesso, mesmo apds inUmeras tentativas de obtencédo do clone. Os

resultados dos sequenciamentos dos clones que efetivamente incorporaram as mutacoes estao

representados nas figuras 23-26. Nos casos em que houve ambiguidade na interpretacdo do

alinhamento, fora realizadas inspec6es nos eletroferogramas.

Seq
R6705
Consensus

Seq
RE705
Consensus

Seq
RE705

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| I
ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGT TGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCCCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG
ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGT TGAGCAGCGGATCCGCAGCT TCHTCGACT TCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG
ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGT TGAGCAGCGGATCCGCAGCT TCneCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG
131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

| |
GCCTEETEEEEEEHEHEETEHHEEEEHEEEHEEEEEBEEEEHTEGRETREHTEGEHGGECTHGHCICGCTTCCTCTTTGGCCCCTECCTGGECCHEEHEETTEEHETEEEETEEETEETEHTEEE
q

GCCTCCTGGCGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCOLARGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG
GCCTCCTGECGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCOLaARGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGEGCTGCGTGCTCATCCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330
| I
AAAGCGGGGGARGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGEGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGARGGC TGAGCTGGAGATTCAGARAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGETGGTCGTCGTGGATGATCTGCTG

HHHEEEEEEEHHEETECEHEECECEHETETETEGGCETL‘CTRTTCECTGGHGTRCGGGHHGGCTGGN[‘JGGHGHTTCﬂNﬂﬂﬂGﬂCGCCCTGGHGCCHEE“E“EHEEETEETEETCNTENHTEHTETEETE
TGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGAAGGCTGANCTGGAGATTCANAARAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCGTCnTGRATGATCTGCTG

Seq
R6705

Consensus

Seq
R6705

Consensus

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

I I
GCCACTGGTGGARCCATGARCGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCC TGGTGGAGCTGACCTCGCT TAAGGGCAGGGAGAAGCTGGCACCTGTACCCTTCT
~CCACTGNTANARCCATNARCNCTHCCTGTNANCTACTNA-CCACCTNCAN-CTANNNTCCTTNA-CNCCTHANCCTHNTHNA-CTTACCNTNCTTAANNNCATTN-NARNCTNNNACCTNTACCCTTCT
LCCACTGnTanARCCATRAACACTRCCTGTnANCTaCTna, CCaCCTRCAN, CTaannTCCTgnA . enCeTnANCCTanTnnA, CTgACCnenCTTAANNNCAggn , nARNCTannACCTRTACCCTTCT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 64842
| |
TCTCTCTCCTGCAGTATGAGTGACC

TC=CTCTCHT-CARCATHANNNCCCTCHARCACCACCACHACCACCACTNTHATCCGCTHNTATHAARNCCCHAANTAANCTHGHTTCCTTHNTHCACHNC THANNNATHNC THCNANACCG
TC.CTCTCnT .CRACATNANNNACE « s s svestsestansstttsssssscsesesscscscssssscssesesssssssssssstotossssesstssessssstssssstsssstsss

Figura 23 — Alinhamento da sequéncia do gene nativo da hAPRT com a sequéncia nucleotidica do

mutante R67Q. A sigla Seq representa o gene nativo e R67Q5, o mutante. O retangulo preto
indica a regido de incorporagdo da mutagdo. Com esta mutacdo, a proteina mutante terd um
residuo de Glutamina na posicéo correspondente a uma Arginina na sequéncia nativa.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

1 |

Seq ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCCCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATEG

R8906 ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCTCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGLGCCGCCATCG
Consensus ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCeCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1

1

Seq GCCTCCTGGCGCGACACCTGAAGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGECCCAGGAGCT TGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG

R8906 GCCTCCTGGCGCGACACCTGAAGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG
Consensus GCCTCCTGGCGCGACACCTGAAGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCT TGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

1 |

Seq AAAG ﬁﬁﬁﬂﬂGCT(iIIHGGCCCCHCTCTGTGGGCCTCCTHTTl:Cl:TGGHGTHCGGGFlFlGGI:TGFIEETGGHGHTTEHGHHHGRCGEEETGGRGEERGEHEHGHGGGTGGTE GTCGTGGATGATCTGCTG
A

R8906 AAAGEAARGGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGAAGGCTGAGCTGGAGAT TCAGAARGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCGTCGTGGATGATCTGETG
Consensus AAAGEaafGGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGAAGGCTGAGC TGGAGATTCAGAARGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCGTCGTGGATGATCTGLTG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

1 1

Seq GCCACTGGTGGARCCATGAACGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGCTTRAAGGGCAGGGAGARGCTGGCACCTGTACCCTTCT

R8906 GCCACTGGTGGARCCATGAACGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGLT TRAANGGCAGGGAGAR-CTGGCACCTGTACCCTTCT
Consensus GCCACTGGTGGARCCATGAACGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGLT TAAgGGCAGGGAGAR.CTGGCACCTGTACCCTTCT

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 64842
1 I

Seq TCTCTCTCCTGCAGTATGAGTGACC
R8906 TCTCTCTCCTGCAATATGANTNACCCTCARCACCACCACCACCACCACTTAARTCCHCTTHNTARCARAACCCTARARGRARCTTARTTNNCCTNTNCCCCCTTNNCARTARCTACCATACT
Consensus TCTCTCTCCTECAATATEARTEACE ca s esesnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssrsesstssssssnsnenennsnsnsssssssssnsnsnes
Figura 24 — Alinhamento da sequéncia do gene nativo da hAPRT com a sequéncia nucleotidica do
mutante R89Q. A sigla Seq representa o gene nativo e R89Q6, o mutante. O retdngulo preto
indica a regido de incorporagdo da mutagdo. Com esta mutagdo, a proteina mutante terd um
residuo de Glutamina na posicéo correspondente a uma Arginina na sequéncia nativa.

1 10 20 30 40 50 -] 70 80 90 100 110 120 130

1 |

Seq ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCCCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG
i112F1 ATGGCCGACTCCGNGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCNNCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG
Consensus ATGGCCGACTCCGaGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCecCGACTTCCCCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGARGGACCCCGCCTCCTTCCGCGCCGCCATCG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 |

Seq GCCTCCTGGCGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG
i112F1 GCCTCCTGGCGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCT TGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG
Consensus GCCTCCTGGCGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGGCCGCATCEACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTRGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 380 370 380 390
1
CAGARRGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGRTGGTCGTCGTGGEA====mmmm=m
CACARAGACHCCCTGNA-CCAGNACAGACANTGNTCATCTACNTARTCTCTHRC
CAcAARGACgCCCTGeA.CCAGEACAGAcagTGeTCaTCgacga e caes

391 400 a10 420 430 440 450 460 a0 480 490 500 510 520

|

Seq ——-TGATCTGCTGGCCACTGGTGGARCCATGARCGCTGL: CTGTGAGCTGCTGG
i112F1 [ZH[ZTHENNNNHEEHINNHCEIHEEIMNNHETNETNNENTHETCCHN GCTTNTCTHCCTHNNHNTCHTHHNCCCTCHCCHNCHCTHCCCTCTCTHNTHATHNNNCCHNANCTCCTCCHTHTHCTHNCHNNCHTC
Consensus  .....cceeceese NEACCTECegRecACTRCTERAaCCaTCARCElTEC. cveiaeriecacesesascccccccccsssescsssesssssssssssesasesssssesssssClgcgaglnglnge

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 638
1 I
Seq GCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGCTTARGGGCAGGGAGARGCTGGCACCTGTACCCTTCT-TCTCTCTCCTGCAGTATGAGTGACC

i112F1 NECECTEENENNCENEINCIEINHEINNENNNEEEEHNEKEH{ZNHTNNIIT[ZN[ITTIEIENCNTNNECIHEHNMNENEITETETNNTT[ZNCT[Z[Z[ZNNT[:NTECNNENTNTNNNNENCH
Ci gCCcl gngacCC. TgalceccCTTaageglagggacaalicngglaleTeTacceTTCn, TCelneTCeTeLageaTgagngale. .

1
Seq AAAGCGGGGGARGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGAAGGL TGAGCTGG!
i112F1 AAAGCGGGGGARGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGHCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGNARGGC TGANCTGNI
AAARGC TGCCAGGCCCCACTCTGTGGgCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGgARGGLTGAELT Gl

Figura 25 — Alinhamento da sequéncia do gene nativo da hAPRT com a sequéncia nucleotidica do
mutante 1112F. A sigla Seq representa o gene nativo e i112F1, o mutante. O retangulo preto
indica a regido de incorporacdo da mutacdo. Com esta mutacdo, a proteina mutante terd um
residuo de Fenilalanina na posicdo correspondente a uma Isoleucina na sequéncia nativa.

1 w zu 3u au ou bU u U U 1y 11v 1zu 130

| I

Seq ATGGCCGACTCCGAGCTGCAGCTGGTTGAGCAGCGGATCCGCAGCTTCCCCGACTTC
F17361 l:[iliGHHREGHGHGNNHEH&G“HETHGNGFIGGGGFIHFIGRGGFIGRNNGIITHNTRHHHGHTGHNGNGNGHNHHGNGGEHHNGNNN'lGNENNHNNHGTNTNGNTNGGNHGHHGNGHGGNHEREGIGTHNNNMFIGG

CONSENSUS  tivesvesesssssassssssssssssssssssnans RacnG AgafGeGG Cesasesessesesssesesscsessscscsscnes

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1 1

Seq CCACCCCAGGCGTGGTATTCAGGGACATCTCGCCCGTCCTGAAGGACCCCGCCTCCTTCCGCGLCGCCATCG EEETEETE[Ii
F17361 ANGGGGCGANTNTGGGTAGTGGGANTACNCAGNTTTNGNGAGACTTCCHCANNACCAGGCGTGGNATTCAGGGNCANCTCGGNCGTCNTGAAGGACCCNGCCTCCTTNCGCNCCGCCAGCGGCCTCCTGG
CONSENSUS  sevevescsercrsessssssssssessrsssssssnsnssssssssssCLAACALCAGGLGTGGNATTCAGGGACANCTCGeeCGTCeTGARGGACCCeGLCTCCTTeCGLgCCGCCAGCGGCCTCCTGG

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| I
Seq CGCGACACCTGARGGCGACCCACGGGGG-CCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGECTGCGTGCTCATCCGARAGCGEG

F17361 CGCGACACCTNARGGCGACCCACGGGGGGCCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCGTGCTCATCCGARAGCGGG
Consensus CGCGACACCTgARGGCGACCCACGGGGG, CCGCATCGACTACATCGCAGGCCTAGACTCCCGAGGCTTCCTCTTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGECTGCGTGCTCATCCGARAGCGGG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1

| 1

Seq GGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGARGGCTGAGCTGGAGATTCAGARAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGETCGTCGTGGATGATCTGCTGGCCACTGG
F17361 GGARGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGECCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGARGGCTGAGCTGGAGATTCAGARAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGEGTGGTCGTCGTGGATGATCTGCTGGCCACTGG
Consensus GGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGGAGTACGGGARGGC TGAGCTGGAGATTCAGARAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGETCGTCGTGGATGATCTGCTGGCCACTGE

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I
Seq TGGAACCATGAACGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGCT TAAGGGCAGGGAGARGCTGGCACCTGTACCETTCYTCTCTCTC
F173G1 TGGAACCATGARCGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCGCCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGCTTARGGGCAGGGAGARNAARGCACCTGTACCEGGAJTCTCTCTC
Consensus TGGAACCATGARCGCTGCCTGTGAGCTGCTGGECCGCCTGCAGECTGAGGTCCTEGAGTGCGTGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCGCTTARGGGCAGGGAGARgaaaGCACCTETACCYgga TCTCTCTC
651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 75952

| 1

Seq CTGCAGTATGAGTGACC
F17361 CTGCAGTATGAANGACCCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTARCARAGCCCGARAGGARGGGAGTTGGARGGCCATARARACTHNCT

Consensus CTGCAGTATGAANGACC . s vusssssossssssssesssssssssssssssssssssssssssnsssassssstasesassotasesassssssessssss

Figura 26 — Alinhamento da sequéncia do gene nativo da hAPRT com a sequéncia nucleotidica do
mutante F173G. A sigla Seq representa o gene nativo e F173G1, o mutante. O retangulo preto
indica a regido de incorporagdo da mutagdo. Com esta mutacdo, a proteina mutante terd um
residuo de GIICINA na posicao correspondente a uma Fenilalanina na sequéncia nativa.
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4.2 Expressao e Purificagdo da hAPRT

Os sobrenadantes contendo as proteinas recombinantes hAPRT nativa, 1112F, D65V,
M136T, L110P, R67Q, R89Q e F173G obtidos pelo protocolo descrito no item 3.2 foram
aplicados a coluna CHT™ Hidroxiapatita Ceramica (Bio-Rad) conforme protocolo do item
3.3. Os cromatogramas resultantes das corridas cromatograficas estdo mostrados na figura 27.
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Figura 27 — Cromatografia das enzimas em Hidroxiapatita. Os cromatogramas foram sobrepostos de acordo
com o codigo de cores para cada enzima mostrado ao lado da figura. A linha em verde claro
mostra transi¢do do tampé&o de eluicdo A para o B. A — Regido de elui¢do das enzimas. B — Regido
de eluigdo dos contaminantes.

O padrdo de eluicdo da purificacdo foi semelhante para todas as amostras. Com
excecdo do mutante 1112F, todas as enzimas produzidas heterologamente no sistema

bacteriano escolhido foram obtidas solGveis e em grande quantidade.
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J& para o mutante 1112F, ndo se obteve 0 mesmo desempenho de expressdo de

proteina solivel. O que se observa, é uma grande quantidade de proteina sendo expressa de

maneira insolivel comprovada pela presenca de uma banda referente ao mutante bem maior

na canaleta do pellet do que na canaleta do sobrenadante na figura 28.
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Figura 28 — SDS-PAGE 15% da purificacdo do mutante 1112F mostrada na figura 27. M — Marcador de

massa molecular, em kDa. 1 — Lisado, 2 — Pellet, 3 — Sobrenadante (pré-coluna), 4-15 — Regido A
de eluicdo da figura 27, 16-18 — Regido B de eluicdo da figura 27. A seta vermelha indica a
posicdo de migracdo da proteina mutante.

Essa insolubilidade do mutante pode ser resultante da propria mutacdo. A troca do

residuo de Isoleucina (apolar, alifatico) por uma fenilalanina (aromatico) na posi¢ao 112 pode

levar a desestruturagdo da folha B que compde o “cap” responsavel pela protecdo dos

substratos frente ao solvente no sitio ativo (figura 29).

Figura 29 — Regido da mutacdo 1112F. A

troca de um residuo alifatico
por um aromatico nesta posi¢ao
pode ser crucial para a
estabilidade da proteina. Essa
posicdo é importante na
formagdo da folha B que
compde 0 “cap” do sitio ativo.
O circulo preto destaca a
posicdo da mutacdo e o
vermelho, a posi¢do do produto
AMP.

Assim, as fracdes de eluicdo das enzimas obtidas de forma soltvel foram reunidas.

Uma fragdo de cada produto da purificagdo foi concentrada para a realizagdo dos
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experimentos de cristalizacdo. A fracdo restante de cada uma das amostras foram submetidas
a troca de tampéo.

Como descrito anteriormente, a hAPRT purificada deve sempre ser submetida a
cromatografia de filtragdo em gel em coluna de Desalting. A troca do tampdo fosfato por
tampdo TEA é importante para eliminar a possibilidade de interferéncia nos ensaios cinéticos.

Os cromatogramas resultantes estdo mostrados na figura 30.

A B
™ ~— -t — f"_'A'_\

Nativa
D65V
M136T
L110P

R89Q

Figura 30 — Cromatografia das enzimas em coluna de Desalting. Os cromatogramas foram sobrepostos de
acordo com o codigo de cores para cada enzima mostrado ao lado da figura. A — Regido de eluicdo
das enzimas. B — Regido de elui¢do dos materiais de baixo peso molecular, como sais indesejados.

As fracdes de eluicdo de cada enzima foram novamente reunidas. O resultado de
ambas as cromatografias, as amostras preparadas para 0s experimentos de cinética e para 0s

experimentos de cristalizacdo analisadas em 15 % SDS-PAGE (Figura 31).



78 Resultados e Discussdes
kDa M 1 2 3 4 5 6 7 kDa M 8 9 10 1 12 13 14
— r
e SN N
97,0- & presy A - = F < M T
66,0- we ! coo RN o e B0 B0
45,0- o - 450- :’ 9 7 3 5 5 0
4 Q Q G A"/ T P
30,0- w 30,0- s
» Sew-—
20,1- 20,1-
14,40 14,4-

kDa M 15 16 17 18 19 20 21
N
66,0-  w— a R R F D M L
450- W s e E ; 6 s :
: [ 9 7 5 8
v Q Q 3 Y 6 0
30,0-  wm—— > G T P

e e . ... —

20,1-

14,4- —v

Figura 31 — SDS-PAGE 15% representativo da purificacédo e preparacdo da hAPRT e seus mutantes. M —

Marcador de massa molecular, em kDa. 1 — Lisado, 2 — Pellet, 3 — Sobrenadante (pré-
hidroxiapatita), 4 — Eluicdo dos contaminantes (Regido B da figura 27), 5 — Eluicdo da hAPRT
(Regido A da figura 27), 6 — Pré-desalting, 7 — Pds-desalting (Regido A da figura 30), 8-14 —
Amostras utilizadas para os ensaios de cinética, 15-21 — Amostras utilizadas para os ensaios de
cristalizacdo. As setas vermelhas indicam a posi¢do de migracéo da enzima.

4.3 Caracterizacao Cinética da hAPRT

4.3.1 Ensaio Enzimatico Espectrofotométrico da hAPRT

Uma vez que a enzima encontrava-se no tampdo ideal, deu-se inicio aos ensaios de

caracterizacdo cinética da mesma. Para tanto, montou-se a rea¢do conforme descrito no item

3.4.1. A figura 32 mostra a conversdo de adenina a AMP pela enzima hAPRT nativa ao longo

do tempo, onde a absorbancia foi acompanhada a 259 nm.
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Monitoramento da formag¢&o de AMP pela hAPRT nativa
0018 -
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Figura 32 — Absorbancia a 259 nm da reacéo enzimatica da hAPRT. Em azul encontra-se a absorcdo do
branco (todos os componentes da reacdo menos a enzima); em vermelho, a reacdo na presenca de
20 nM de enzima; e em preto, na presenca de 50 nM de enzima.

Pode-se observar na figura 32 a presenca de uma grande interferéncia no
monitoramento da reacdo. 1sso deve-se a baixa intensidade de sinal obtida, fazendo com que a
relacdo sinal ruido seja muito pequena e 0 monitoramento da rea¢do ocorra muito proximo do
limite de deteccdo do equipamento. Esse tipo de interferéncia inviabilizaria qualquer tipo de
analise quantitativa das taxas de conversdo de adenina a AMP obtidas.

Com o objetivo de tentar descobrir a fonte da interferéncia, resolveu-se obter espectros

dos principais analitos presentes em solu¢do, no caso, adenina, PRPP e AMP, em

concentragdes equivalentes (Figura 33).
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Espectro de absorgdo dos croméforos presentes nareagdo
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Figura 33 — Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta dos analitos presentes na reacdo enzimatica da
hAPRT. Em azul encontra-se o espectro da adenina, em vermelho do AMP e em verde do
Todos estdo a 200 uM em tampédo TEA 100 mM.

A figura 33 mostra uma sobreposicdo das bandas de absor¢do dos trés analitos, com
maior absortividade para adenina e AMP no comprimento de onda escolhido para monitorar a
reacao. Isto se deve a semelhanca estrutural entre os dois compostos uma vez que a adenina €
precursor do AMP e ambos possuem o0 mesmo grupo cromoforo responsavel pela absorcéo

(Figura 34).
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Adenina AMP

Figura 34 — Estrutura dos compostos adenina e AMP. Em destaque encontram-se as regifes responsaveis
pela absor¢do molecular na regido do ultravioleta — cromdforos.
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Assim, torna-se impossivel ter seletividade a qualquer um dos compostos uma vez que
todos estéo presentes em solugéo e com suas concentragdes variando ao longo do tempo. Isso
inviabiliza obter a taxa de conversdo entre reagentes e produtos proporcionada pela enzima o
que é crucial para a caracterizacao de sua cinética.

Para resolver esse problema, uma nova abordagem fez-se necessaria. Uma
modificacdo de ensaios radioativos descrita por Johnson et al.!®, mostrou-se bastante
conveniente para o tipo de analise que se deseja realizar com a hAPRT e seus mutantes. Este
método baseia-se na precipitacdo do PRPP restante e AMP formado através de sua
complexagdo com um sal de metal pesado, no caso, o cloreto de lanténio (LaCls). Isso tornaria
possivel a medida da taxa de mudanca na absorbancia resultante do consumo de adenina.

Com isso, a interferéncia causada pela sobreposicdo das bandas de absorcédo dos

compostos poderia ser evitada.

4.3.2 Testes de Precipitacdo com LaCls;

A primeira etapa para a validacdo de uma adaptacdo deste método para atender as
necessidades do projeto foi testar sua viabilidade com ensaios de precipitacdo dos compostos
frente ao LaCls.

Assim, passo a passo, a precipitacdo dos compostos foi testada conforme descrito no
item 3.4.2. Para todas as misturas teste observou-se a precipitacdo dos interferentes AMP e/ou
PRPP e a ndo precipitacdo da adenina. A analise foi feita por comparacdo dos espectros
obtidos da mistura ap6s centrifugacdo com os espectros dos compostos isolados; e com a
determinacdo da concentracdo no maximo de absorcéo da banda utilizando a Lei de Beer, que
relaciona absorbéncia a concentracdo. A forma dos espectros e a concentracdo estimada

aproximaram-se sempre ao da adenina, como esperado. Na figura 35 encontram-se
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sobrepostos os espectros de absorcdo das misturas testes onde estavam presentes 0s trés

compostos (adenina, PRPP e AMP) e seus respectivos espectros padrdes.

Absorbancia

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

AMP+ADE+PRPP

250

260 270 280 290

r(nm)

Figura 35 — Espectro de absor¢éo na regido do ultravioleta das misturas testes contendo adenina, PRPP e
AMP e seus respectivos espectros padrdes. Em azul encontra-se o espectro da adenina, em

vermelho do AMP e em verde do

. Todos estdo a 200 M em tampdo TEA 100 mM. J4 as

linhas tracejadas representam as misturas teste na seguinte ordem: de baixo para cima, 5 uM, 25
UM, 50 uM, 100 uM, 250 UM e 500 uM de cada um dos compostos.

Uma vez comprovada a eficiéncia de precipitacdo obtida com o uso do LaCls, pode-se

dar inicio a busca de um ensaio de caracterizacdo da cinética enzimatica hAPRT baseado

nessa metodologia.

4.3.3 Ensaio Enzimatico da hAPRT Atraves da Precipitacdo com LaCls

Realizou-se, entdo, uma primeira varredura com a enzima hAPRT nativa para validar a

metodologia. Assim, ensaios para determinacdo das constantes de afinidade foram realizados

conforme descrito no item 3.4.3.
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A faixa de concentracdo dos substratos escolhida para a realizagdo dos ensaios foi

baseada em valores previamente descritos na literatura®® 8

, com algumas extrapolacdes nos
limites inferiores e superiores para melhor caracterizagéo.
Para 0s pontos a mais alta concentragdo do substrato analisado, 50 e 100 uM, néo foi

possivel detectar o consumo de adenina pois estes valores foram suficientes para saturar o

meio, fazendo com que a enzima chegasse a seu estado estacionario (figura 36).

Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa
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Figura 36 — Absorbancia no comprimento de onda maximo de absor¢io da adenina (A = 260,5 nm) em
funcéo do tempo de reagdo. Em preto encontra-se a reacéo realizada na presenca de 50 uM de
adenina e em vermelho na presenca de 100 pM. A concentracdo de PRPP foi mantida constante
em 50 uM.

Ja para os pontos na faixa de 6,25 a 25 UM, pode-se observar com clareza 0 consumo

de adenina como visto na figura 37.
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Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa

00164 a4

0.014 = 525uM
e 12,5uM
0.012 4 4 4 25uM

0.010 4
0.008
0.006 - 4

0.004 4

Absorbancia a 260.5 nm

0.002 - .

0.000 - .

T T T T 1 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (s)

Figura 37 — Absorbancia no comprimento de onda maximo de absorc¢io da adenina (A = 260,5 nm) em
funcdo do tempo de reacdo. Em preto encontra-se a reacdo realizada na presenca de 6,25 uM de
adenina, em vermelho na presenca de 12,5 uM e em azul na presenca de 25 uM. A concentracdo
de PRPP foi mantida constante em 50 pM.

Porém, para 0s pontos a mais baixa concentracéo (0,78 a 3,13uM), o sinal de absorcéo
obtido foi muito baixo, apresentando-se no limite de detec¢do do aparelho e inferindo muito

ruido a analise. A figura 38 ilustra o padréo de consumo de adenina obtido.
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Figura 38 — Absorbancia no comprimento de onda maximo de absor¢io da adenina (A = 260,5 nm) em
funcéo do tempo de reagdo. Em preto encontra-se a reacdo realizada na presenca de 0,78 UM de
adenina, em vermelho na presenca de 1,56 pM e em azul na presenca de 3,13 M. A concentracao
de PRPP foi mantida constante em 50 puM.
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Como os pontos a mais baixa concentracdo sdo cruciais para a caracterizacdo do efeito
da concentracdo do substrato na velocidade inicial da reacdo enzimatica e para a obtencdo das
constantes que determinam a cinética enzimatica da hAPRT, alteracfes no ensaio fizeram-se

necessarias para a ampliacdo do sinal e melhora na relacao sinal ruido.

4.3.4 Testes de Eficiéncia da Precipitagdo com LaCl; para Diminuir a Diluicdo da

Reacéo

Na tentativa de aumentar o sinal para os pontos a mais baixas concentragdes, uma
primeira abordagem realizada foi a diminuicdo do volume das solugdes de precipitacdo para
diminuir a diluicdo da amostra.

Para isso, a precipitacdo dos compostos foi testada conforme descrito no item 3.4.4.
Observou-se, novamente, a precipitacdo dos interferentes AMP e/ou PRPP e a ndo
precipitacdo da adenina tanto para as misturas controle (mesmos volumes de solugdes de
precipitacdo) quanto para aquelas onde se reduziu a diluicdo. Na figura 39 observa-se um

ganho no sinal obtido das amostras menos diluidas e a diminuicao da interferéncia do ruido.

Espectro de absorgdo para as concentragdes mais baixas Figura 39 _ Espectro de absor(;éo na

regido do ultravioleta
das misturas a baixas
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g 00101 25 vezes. As linhas
dentro de cada grupo
-0.015 4
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0.025 - MM, 1,56 pM, 3,13 pM e
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Porém, como a quantidade de agente precipitante foi diminuida, resolveu-se fazer o
mesmo teste para verificar se esta quantidade também era suficiente para precipitar os
interferentes nas concentragdes mais altas. Para isto, foi realizado o mesmo procedimento
utilizando 100 uM de cada um dos analitos. Os espectros obtidos para a maior e menor

diluicdo encontram-se sobrepostos na figura 40.

Espectro de absor¢cdo para concentracdo mais alta
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Figura 40 — Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta das misturas a 100 uM em dilui¢des diferentes
ja corrigidos frente as mesmas. Em preto encontra-se a amostra diluida 13 vezes e em vermelho
a amostra diluida 25 vezes.

A precipitacdo com menor quantidade de agente precipitante foi téo eficiente quanto a
precipitacdo com maior quantidade, uma vez que a mesma concentracdo estimada de
compostos presentes em solucdo foi obtida e era condizente com a concentracdo de adenina
no meio. Observa-se também que o espectro obtido foi o espectro caracteristico da adenina,
ou seja, ndo havia interferentes no meio em nenhum dos casos.

Assim, a condicdo onde a dilui¢do pela adicdo do stop buffer e do LaCl; foi diminuida
mostrou ser eficiente e mais vantajosa que a anterior. Fez-se entdo necessario repetir o ensaio
para verificar se esta diminui¢do na diluicdo foi suficiente para eliminar a interferéncia nos

pontos a concentracdes baixas ou se outras diminui¢des ou novas medidas seriam necessérias.
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4.3.5 Ensaio Enzimatico da hAPRT Através da Precipitacdo com LaCl; (Menor

Diluicéo)

Visando verificar a nova condicdo de precipitacdo estabelecida, foram realizados

varios ensaios enzimaticos da hAPRT nativa variando a concentragdo do substrato adenina,

conforme item 3.4.5. Os melhores graficos obtidos para o consumo de adenina em suas

diferentes concentragdes iniciais estdo mostrados nas figuras 41 e 42.

A

Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa

0,0010 4
[
0,0008
= 0,78 uyM
0,0006 Ajuste linear
E 0,0004 — —
© -
> — .
S 00002
N ~_
© 0,0000 A b
K h
2 00002 I
g ~
P Equation y=a+b* N
Q 00004 Iu Rsquar 025755 —
g Value Standard Erro ~
-0,0006 0,78 uM Intercept | 5,70615E-4  4,70617E-4 ]
078yM _ Slope | -1.97914E- _1,28086E5
-0,0008
L]
-0,0010 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (s)

Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa

0,0035
. " 313uM
0,0030 . Ajuste linear
s .
N
E 00025 .
g ~ ~ - L}
0,0020 - ~
& - .
© h N
©  0,0015 4 h n
° .
«© ™
£ 10,0010 ™~
g ™~ ~
0,0005 4 Equation y=a+b" -
< 0 Adj. R-Squar 075901 ™~
Value Standard Errol
0,0000  [3,13uM Intercept 000318 4,74719E-4
3,13 uM Slope -4,76444E- 1,29202E-5 L]
-0,0005 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (s)

Absorbancia a 260,5 nm

Absorbancia a 260,5 nm

Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa

0,0025 .
000204 - = 1,56 uM
\\ Ajuste linear
. ~
0,0015 AN N
N
0,0010 N
\ .
N
0,0005 \
[ ]
Equation y=a+b hat ~
0,0000 4  [Adj. R-Squar  0,66902 AN
Value Standard Error|
1,66 uM intercept | 000213 5,24852E-4 \ ~
-0,0005 - [ 1.56 M Slope -4,30571E-  1,42847E-5 n
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (s)

Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa

0,0070 -
00065{ ®
0,0060 = 625uM
] Ajuste linear
0,0055 -
0,0050 -
0,0045 -
Equaon  [y=a+b
00040 |Ad Rsauar ~0,94992
Value Standard Error|
6,25 uM Intercept 0,00644 2,222E-4
0,0035 - 6,25 uM Slope -5,30252E-  6,04752E-6 [}
T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (s)

Figura 41 — Consumo de adenina pela hAPRT nativa em fungdo de sua concentracdo inicial. As
concentracdes iniciais de adenina sdo: A — 0,78 uM, B — 1,56 uM, C — 3,13 uM e D — 6,25 pM.
A concentracdo de PRPP foi mantida constante em 50 pM. Os pontos pretos mostram a
absorbancia no comprimento de onda maximo de absorg¢éo da adenina (A = 260,5 nm) em fungéo
do tempo de reacdo. Em vermelho esté representado o ajuste linear realizado para calcular a taxa
de consumo de adenina para cada concentracéo inicial utilizada.



88 Resultados e Discussdes

A Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa B Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa
- L]
00130 L] 002604 ™
= 125uM - i_5 H:\" ;
i i 0,0255 juste linear
£ 00125+ Ajuste llinear E
c
I 20,0250 o
S o
2 &
x 0,0120 © 0,0245
© ©
g8 S
= & 00240
§ 001154 g
3 - 2 00235
2 Equation y=a+b < Equation y=a+b"
0,0110 Adj. R-Square  0,80948 Adj. R-Square  0,86585
' Value Standard Error] 0,0230 4 Value Standard Error|
12,5 uM Intercept 0,01311 3,40037E-4 25 M Intercept 0,02628  4,49294E-4
12,5 uM Slope -3,92585E-  9,25463E-6 0,0225 - 25uM Slope -6,33249E-  1,22282E-5
0,0105 T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (s) Tempo (s)
C Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa Taxa de consumo de adenina pela hAPRT nativa
0,106 - -
0,0510
" L}
L] 59 uM : 0.104 - ~ = 100 yM
Ajuste linear ~ Ajuste linear
€ J S~
£ 00505 E o102 —
0 w0 S []
3 g om0 ™ ~
N 10,0500 - N =
© . L] © ~~—
© — © 0,098 ~__
g e
T 0,0495 — - S 0,096 ~_
5 - < ~
2 Equation =a+b @
2 qual y 4
< 0.0490 - Adj. R-Squar | -0,25585 » g 0,094 oo TErEay
v Value Standard Erro Adj. R-Squar  0,34574
50 uM Intercept 00499  8,13817E-4 0,092 Value Standard Error|
S0uM Slope -9,52887E- 2.21493E-5 100 uM Intercept 0,10419 0,00333 .
0,0485 » 0,000 4 [100uM Slope -1,59882E-  9,06062E-5
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 42 — Consumo de adenina pela hAPRT nativa em funcdo de sua concentragdo inicial. As
concentraces iniciais de adenina sdo: A — 12,5 uM, B - 25 pM, C - 50 uM e D — 100 puM. A
concentracdo de PRPP foi mantida constante em 50 pM. Os pontos pretos mostram a
absorbancia no comprimento de onda maximo de absor¢do da adenina (A = 260,5 nm) em funggo
do tempo de reacdo. Em vermelho esté representado o ajuste linear realizado para calcular a taxa
de consumo de adenina para cada concentracéo inicial utilizada.

Mais uma vez, como visto pelo ajuste linear dos graficos nas figuras 41 e 42, 0s
resultados obtidos ndo apresentaram resolucdo, linearidade e robustez necessarias para a
caracterizacdo cinética da enzima nativa e de seus mutantes.

Portanto, ndo houve sucesso na padronizacdo de um ensaio enzimatico medido
diretamente por espectroscopia devido a auséncia de cromoforos diferentes entre 0s substratos
e produtos. Como alternativa aos problemas encontrados, foi testado um ensaio enzimatico
acoplado através da utilizacdo de um kit comercial para a deteccdo de pirofosfato (produto

secundario da reacdo catalisada pela hAPRT).
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4.3.6 Ensaio Enzimético Acoplado para Caracterizacdo Cinética da hAPRT

A primeira etapa realizada para a padronizacdo do ensaio acoplado foi verificar se o
Kit a ser utilizado possuia capacidade de deteccdo de pirofosfato na faixa de trabalho desejada.
Para isso, realizaram-se reacdes com concentragcdes conhecidas de PPi, variando-as 0 a 250
MM. A mistura reacional foi composta de 167 uL do reagente do kit e 333 pL de PPi diluido
em agua de forma a alcancgar a concentracdo desejada no volume final da reacdo (500 pL).
Cada reacgdo foi monitorado por 60 segundos a 340 nm a 25°C. A figura 43 mostra o resultado

obtido para todas as concentragoes.

Quantificagdo de Pirofosfato a partir de concentragdes conhecidas
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Figura 43 — Quantificacdo de Pirofosfato a partir de concentragfes conhecidas. Utilizou-se o kit comercial
para determinar a concentragdo de amostras conhecidas de PPi, visando verificar se 0 mesmo se
aplica a faixa de trabalho desejada. A concentragdo de PPi foi variada de 0 a 250 uM e a reacéo foi
monitorada a 340 nm por 60 segundos.

De posse das taxas de consumos de B-NADH, de sua absortividade molar a 340 nm

(6,22 x 10’3) e sabendo que a cada 2 mols de B-NADH consumidos, 1 mol de PPi é
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consumido, pode-se recalcular a concentragdo de cada ponto. A tabela 3 mostra as

concentragdes recalculadas para cada ponto.

Tabela 3 — Concentragdes de PPi obtidas utilizando o kit comercial a partir de amostras conhecidas.

Concentragdo 5 539 1o 39 78 1563 3125 625 125 250
Esperada (LM)
Concentracao
Obtida (M) 0 0,44 0,97 3,4 7,7 166 33,1 60,9 126,1 2485

A linearidade e as concentracfes de PPi obtidas utilizando o kit foram bastante
satisfatorias, permitindo dar continuidade a padronizagédo do ensaio acoplado.

O proximo teste realizado foi verificar a especificidade do Kit pelo PPi, garantindo que
as reagdes ndo sejam iniciadas por outros componentes do meio reacional. Realizaram-se
entdo quatro reacdes conforme descrito no item 3.4.6, mas com as seguintes alteracdes:
Branco — todo o meio reacional, inclusive a hAPRT nativa, com excec¢do dos substratos PRPP
e adenina; PRPP — todo o meio reacional, com exce¢do da hAPRT e da adenina; PRPP +
hAPRT — todo o meio reacional, com excecdo da adenina; Adenina + hAPRT — todo 0 meio

reacional, com excec¢do do PRPP. Os resultados estdo mostrados na figura 44.

Verificaggo da especificidade do ensaio por PPi
0,920

0,915 Figura 44 — Verificacdo da especificidade do kit
comercial por PPi. Para verificar se

UM + hAPRT 20 nM e adenina 50
UM + hAPRT 20 nM. Todas as
reacOes também continham 100 mM
de TEA, 0,5 mg/mL de BSA e 5 mM
0.895 ' ' ' ' ' ' ' de MgCl,. A reacdo foi monitorada
' 0 10 2 20 0 0 60 por 60 segundos a 340 nm a25°C.
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E a cascata de reacBes do kit ndo se
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Pode-se observar que em nenhum dos caso houve variagdo da absorbancia a 340 nm, o
que indica que ndo houve consumo de B-NADH. Portanto, a cascata de rea¢6es da qual o kit é
composto nédo se iniciou na presenca de nenhum componente do meio reacional.

Como cada mol de PPi produzido é proveniente do consumo de 1 mol de cada
substrato, pode-se observar a faixa de trabalho desejada para as concentracGes dos substratos
estd dentro do limite de deteccdo do kit. Além disso, observou-se que nenhum outro
componente do meio reacional, além do PPi produzido, dispara a cascata de reacdes da qual o
kit é composto.

Assim, deu-se inicio a caracterizacdo cinética da hAPRT nativa e de seus mutantes
através do ensaio acoplado conforme descrito no item 3.4.6. As figuras de 45 a 51 mostram as
curvas dose-resposta para cada uma das enzimas estudadas. Esses graficos foram gerados

utilizando o mddulo de cinética enzimatica do programa SIGMAPLOT versédo 11.0.

NATIVA - ADENINA NATIVA - PRPP

0,0007 1~ 0,0008 1

0,0006
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0,0004 A
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V, (Mis)
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0,0002 4

0,0001 - A

0,0000 T T T T T T d 0,0000 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 0 50 100 150 200 250 300

0,0002 A

[ADE] pM [PRPP] uM

Figura 45 — Curvas dose-resposta para a hAPRT nativa. A — Caracterizacdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizacdo da enzima variando a concentragao de PRPP.
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Figura 46 — Curvas dose-resposta para o mutante R89Q. A — Caracterizagdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizagdo da enzima variando a concentracdo de PRPP.
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Figura 47 — Curvas dose-resposta para o mutante L110P. A — Caracterizacdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizacdo da enzima variando a concentragéo de PRPP.
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Figura 48 — Curvas dose-resposta para o mutante F173G. A — Caracterizacdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizacdo da enzima variando a concentragao de PRPP.
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Figura 49 — Curvas dose-resposta para o mutante D65V. A — Caracterizagdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizagdo da enzima variando a concentracao de PRPP.
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Figura 50 — Curvas dose-resposta para o mutante M136T. A — Caracterizacdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizacdo da enzima variando a concentragdo de PRPP.
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Figura 51 — Curvas dose-resposta para o mutante R67Q. A — Caracterizacdo da enzima variando a
concentracdo de Adenina. B — Caracterizacdo da enzima variando a concentragao de PRPP.
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O modelo de cinética enzimatica utilizado para ajustar as curvas dose-resposta de cada
enzima foi o descrito por Michaelis-Menten, que obedece a seguinte equagao:

Vméx : [S]

Kl

onde:

V, € a velocidade inicial de reacéo,
Vimax € a velocidade maxima de reagdo,
[S] é a concentracdo do substrato e

K € a constante de Michaelis-Menten.

Portanto, para cada grafico tracado, foram obtidas as constantes Ky, e Vmax baseado no
ajuste do grafico pela equagédo acima. Além disso, calculou-se o namero de renovacgéo (Kca) €

keat/ Km para possibilitar a comparacéo entre a eficiéncia cinética das enzimas. Os resultados

encontram-se na tabela 4.

Tabela 4 — Caracterizacéo cinéticas da hAPRT e seus mutantes baseado no modelo de Michaelis-Menten.

Enzima Substrato (L\l/l\n;/XS) (:fl\r;l) (l;?it) (Hlﬁc/i"_t{ﬁ“;-l) r?
Nativa PRPP  (7,45+0,10)x 10> 11,96+0,73 3,72x10* 3,11x10° 0,9970
Adenina (6,78 £0,24) x10° 159+0,23 3,39x10* 2,14 x 10" 0,9816
RE90 PRPP (3,37 +0,07)x 10> 2590+2,05 1,68x10* 6,50x10° 0,9961
Adenina  (3,63+0,13)x10° 4,82+058 1,82x10* 3,77 x10° 0,9916
L110p PRPP (3,44 +0,03)x10° 26,82+1,00 1,72x10* 6,41x10*> 0,9991
Adenina (3,59 £0,13) x10° 4,31+053 1,80x10* 4,17 x10° 0,9908
173G PRPP  (7,31+0,13)x 10> 11,67+0,91 3,66x10* 3,13x10° 0,9950
Adenina (6,94 +0,13) x10° 1,86+0,14 3,47 x10* 1,87 x10* 0,9953
D65V PRPP  (2,81+0,10)x 10> 36,92+4,69 1,40x10* 3,80x10*> 0,9905
Adenina  (4,33+0,19)x10° 564+0,80 2,17x10* 3,84x10° 0,9886
ML36T PRPP  (3,31+0,08)x 10> 23,14+2,30 1,66x10* 7,16x10*> 0,9935
Adenina  (4,65+0,38) x10° 6,51+1,63 233x10* 3,57 x10° 0,9681
R670 PRPP  (3,14+0,10)x 10> 52,91+537 157x10* 2,97x10*> 0,9948
Adenina (4,39 +0,22) x10° 6,64+1,04 219x10* 3,31x10° 0,9867




Resultados e Discussdes 95

As constantes cinéticas para hAPRT estdo descritas na literatura na faixa de 1,1 a 2,7
UM para 0 Ky, da adenina®®'® e de 6 a 29 uM para 0o K, do PRPP*'% baseados em
experimentos a partir de lisado de eritrocito humano. Assim, os resultados obtidos para a
enzima nativa estdo de acordo com o esperado. Além disso, os valores também sdo
comparaveis aos descritos para a APRT de outros organismos.

Comparando os resultados obtidos de ke./Km para 0os mutantes com a enzima nativa,
observa-se perdas de eficiéncia de uma ordem de magnitude para quase todos os mutantes. A
excec¢do foi 0 mutante F173G, cujos valores foram comparaveis a hAPRT nativa.

O mutante que mais sofreu alteracdes frente a enzima nativa foi o R67Q, que
apresentou valores de K, muito maiores que da enzima nativa tanto para a adenina quanto

para o PRPP.

4.4 Analise da Conservacgdo Evolutiva dos Residuos Mutados na hAPRT

Com o auxilio do servidor CONSURF*, o grau de conservacdo do residuos nativos
nas posicOes de cada mutacdo foram obtidos. Esse programa baseia-se no alinhamento da
sequencia da molécula em estudo com sequencias homologas. A estrutura utilizada foi a

depositada sob codigo lore no PDB. O resultado esta mostrado na figura 52 e na tabela 5.

Figura 52 — Residuos mutados em pacientes
com DHA-urolitiase. A
subunidade da hAPRT esta
detalhada com o grau de
conservacao do residuo calculado
com o programa CONSURF. A
escala de cor indica: azul -
residuos  mais  conservados;
vermelho — residuos menos
conservados.
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Tabela 5 — Grau de conservacdo normalizado para cada residuo estudado. Quanto maior o valor da
pontuagdo, menor é a conservacao do residuo.

Residuo R67 D65 L110 1112 M136 R89 F173 C153
Pontuacdo -1,257 -0,966 -0,270 -0,188 0,064 0,145 0,163 0,480

Ao comparar 0 grau de conservacdo de cada residuo com os resultados da
caracterizacdo cinética dos mutantes, observa-se que ha uma correlacdo entre 0s mesmos.

O residuo R67 é o mais conservado e seu respectivo mutante R67Q foi o que
apresentou maior alteracdo na cinética de reacdo frente a enzima nativa. Essa Arginina na
posicdo 67 compde o sitio ativo e interage diretamente com a adenina. Logo em seguida tem-
se 0 residuo D65, cujo mutante D65V apresentou o segundo valor de K, para 0 PRPP mais
discrepante quando comparado ao da hAPRT nativa.

Além disso, o grau de conservacdo do residuo 1112 corrobora a justificativa de
precipitacdo do mutante 1112F. J& no caso do residuo F173, o grau de conservacdo obtido
fortalece a hipotese de que a delecdo F173 (mutacdo encontrada nos pacientes) esta associada
a desestruturac¢ao da fita p no C-terminal da enzima (Figura 53). Uma vez que a delecdo €
instavel quando expressa e que ao utilizar a glicina como espacador, a enzima mostra-se

soluvel e quase sem perda de atividade.

F173G. A presenga da
glicina como
espacador na posicao
173 parece prevenir a
desestruturacdo da fita
B no C-terminal da
enzima.

r/ Figura 53 - Regido da mutagdo
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4.5 Ensaios de espalhamento dinamico de luz (DLS)

Visando verificar a qualidade das amostras para a realizacdo dos ensaios de
cristalizacdo, as fracbes de 15 a 21 da figura 31 foram submetidas a analises de DLS
conforme protocolo descrito no item 3.6. Todas apresentaram perfis similares no padréo de

espalhamento de luz. A figura 54 mostra o padrdo de espalhamento obtido para a hAPRT

nativa.
A
0.030
0.025
. 0020
g - - -
= 0013 Figura 54 — Histograma representativo
s 0010 do Raio hidrodinamico
(Rh) da enzima hAPRT. A
0.005 — Populagdo presente na
0.000 preparacdo de proteina com
ool 0.1 1 10 100 1000 10000 raio medio de 2,59 nm.
Rh {nra)

Observa-se na figura 54 a presenca de apenas uma populacdo estrutural de raio
hidrodinamico médio de 2,59 nm. Assim, as amostras apresentam-se aptas para a realizacao

dos ensaios de cristalizacao.

4.6 Cristalizacéo, Coleta de Dados de Difracéo de Raios X, Elucidacdo e Refinamento da

Enzima hAPRT

Para a realizacdo dos experimentos de cristalizacdo, cada amostra foi dividida em trés
fracdes de concentracdo 8 mg/mL, 5mg/mL e 3 mg/mL. O fatorial foi montado conforme o

item 3.7.
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Com isso, analisou-se, variando o agente precipitante e o sal, as redondezas da
condi¢do 22 (25,5% PEG 4000, 0,085 M Tris HCI pH 8,5, 0,17 M de acetato de sodio e 15%
glicerol) do fatorial Cryo (Hampton Research), pois essa condi¢cdo foi a que apresentou

melhores resultados para a enzima nativa.

Foram obtidos cristais apenas para os mutantes F173G, R67Q e R89Q (Figura 55) nas
condigdes 11 e 12 com a enzima a 8 mg/mL e na condi¢gdo 20 com a enzima a 5 mg/mL,

respectivamente.

F173G

Figura 55 — Cristais dos mutantes F173G, R67Q e R89Q representativos do resultado do fatorial
realizado.

Alguns cristais de cada mutante foram submetidos a coleta de dados de difracdo de
raios X na linha de Cristalografia de Macromoléculas 2 (MX-2) no LNLS em colaboracéo
com o Dr. Humberto Muniz. O Dr. Humberto Muniz foi responsavel por toda a coleta e
processamento dos dados e refinamento das estruturas.

Assim, as estruturas para os mutantes F173G, R89Q e R67Q foram resolvidas por
substituicdo molecular e estdo sendo refinadas. A estrutura da hAPRT complexada com AMP
— depositada no PDB sob cdédigo 1ORE - foi utilizada como modelo de substituicdo
molecular. As estatisticas de coleta de dados e processamento, bem como os valores correntes

de R e Rrree para os trés mutantes estdo mostrados na tabela 6.
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Tabela 6 — Estatistica da coleta e processamento de dados e valores correntes de R e Rgree para os trés

mutantes da hAPRT.
Parametros da coleta de dados R89Q R67Q F173G
Detector marmosaic 225 marmosaic 225 marmosaic 225
Parametros da cela (A) a, b, ¢ 59,39, 59,39, 109,45 47,61, 47,54, 47,72 48,00, 142,20, 49,52
Resolugdo (A)* 54,72-2,05 (2,16-2,05)  20,7-1,60 (1,69-1,60)  142,86-17,5 (1,84-1,75)
Grupo espacial P42 2 P1 222
Fontes de raios-X W01B-MX2 WO01B-MX2 WO01B-MX2
A (A) 1,42 1,42 1,42
Total de imagens (A) 90 220 100
Multiplicidade 6,6 (6,6) 2,4(2,4) 3,6 (3,3)
Rimeas (%) 14,9 (51,9) 6,4 (22,5) 9,3(57,1)
Reym (%0) 13,7 (47,8) 4,8 (17,2) 8,0 (48,3)
Completeza (%) 100,0 (100,0) 90,1 (90,1) 98,0 (98,0)
Namero de reflexdes 85146 (11962) 98965 (13773) 124507 (16023)
NUmero de reflexdes Unicas 12943 (1807) 40965 (5703) 34302 (4860)
I/ol 12,9 (3,7) 15,8 (4,2) 11,2 (2,5)
R 16,94 28,13 19,01
ReEree 22,90 23,47 22,25

Na figura 56 podem ser observadas as mutacdes na estrutura da hAPRT na fase atual
de refinamento. Uma vez finalizado o refinamento, sera possivel buscar correlacfes entre as
alteracdes estruturais provocadas pelas mutacdes na enzima e a diminuicdo da eficiéncia

catalitica demonstrada pelos dados cinéticos.
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Figura 56 — Mapa de densidade eletronica 2Fo-Fc para as mutages nas estruturas dos mutantes da
hAPRT. A — Mutante F173G, B — Mutante R67Q e C — R89Q.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho prop0s-se a caracterizar funcionalmente mutantes da enzima
hAPRT relacionados com a sindrome 2,8-DHA Urolitiase. A correlagdo entre a eficiéncia
catalitica e as alteracBes provocadas na estrutura do mutante, quando comparado a nativa,
auxilia a conhecer seu mecanismo catalitico e obter mais informacfes sobre a forma de
atuacgéo da doenga.

Assim, a partir do gene para a APRT humana, as construcdes para 0s mutantes R67Q,
R89Q, I112F e F173G foram obtidas através de mutagénese sitio-dirigida. Os mutantes
D65V, L110P e M136T foram gentilmente cedidos pelo Dr. Marcio Silva. O vetor de
expressdo utilizado foi o pET-29a(+) e as construgdes foram transformadas em bactérias
Escherichia coli BL21 (DE3). Ja a mutagdo C153R néo foi obtida com sucesso, mesmo apds
inimeras tentativas de obtencdo do clone.

Protocolos de expressdo e purificagdo previamente descritos para a APRT foram
testados e refinados. Apos uma etapa cromatografica na coluna CHT™ Hidroxiapatita
Ceramica obtiveram-se as enzimas em grau de pureza suficiente para andamento do trabalho.
A Unica excecdo foi o mutante 1112F que se mostrou insolivel durante a expressdo. Essa
insolubilidade do mutante pode ser inerente da mutagdo devido a troca de um residuo alifatico
por um aromatico em uma posi¢cdo importante para a formagdo da folha B que compde 0
“cap” responsavel pela protecdo dos substratos do solvente no sitio ativo.

Apos a purificacdo, o tampdo fosfato das amostras foi substituido por TEA utilizando
uma etapa cromatografica em coluna de Desalting. Essa troca foi realizada para evitar
possiveis interferéncias do fosfato presente no tampdo nos experimentos de cinéticas, uma

vez que a enzima possui um sitio de interagdo com o fosfato do PRPP.
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Com as amostras no tampdo TEA, realizaram-se varios testes para padronizar um
ensaio cinético que permitisse caracterizar de forma eficiente a hAPRT nativa e seus
mutantes.

No primeiro ensaio testado a reacdo foi monitorada a 259 nm para verificar a taxa de
formacdo de AMP pela enzima. Porém, os resultados obtidos possuiam grande interferéncia e
muito ruido devido a analise ndo ser seletiva ao AMP. Como a adenina e 0 AMP possuem o
mesmo grupo cromdéforo, estavam presentes juntos em solucdo e com suas concentracdes
variando ao mesmo tempo, o sinal obtido era composto pela soma dos dois reagentes,

inviabilizando a caracterizacgdo cinética.

Apos andlises de diversos ensaios descritos na literatura, observou-se que uma
modificagdo em ensaios radioativos poderia ser conveniente para o estudo. Assim, foi
proposto 0 monitoramento da taxa de consumo de adenina em seu comprimento de onda
méaximo de absorcdo (260,5 nm) apds a precipitacdo do AMP e PRPP presentes em solucao

utilizando um sal de metal pesado.

A viabilidade deste método foi testada analisando a precipitacdo dos interferentes
utilizando uma solucéo de LaCls. Através da comparacdo de espectros de absor¢do molecular
e estimativa da concentracdo do sobrenadante da precipitacdo, pode-se observar que o AMP e
0 PRPP sdo completamente retirados do meio enquanto que a concentracdo de adenina é

inalterada.

Em seguida, uma varredura inicial frente aos substratos foi realizada variando a
concentracdo na faixa de 0,78 a 100 uM. Observou-se que para concentracfes altas, a
saturacdo do meio foi atingida enquanto que o sinal das concentragdes mais baixas estavam

no limite de deteccdo do aparelho inferindo ruido a analise.
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A eficiéncia de precipitacdo do LaCl; foi entdo testada e mostrou que a redugédo a
metade do volume de solucdo utilizado é suficiente para precipitar os interferentes em sua

totalidade e que houve um ganho significativo no sinal obtido.

Assim, os experimentos foram repetidos utilizando a nova condigdo de precipitacao.
Porém, essa metodologia também mostrou-se ineficiente para eliminar a interferéncia nos
pontos a concentracdes baixas.

Na falta de um ensaio enzimatico medido diretamente por espectroscopia devido a
auséncia de cromoforos diferentes entre os substratos e produtos, foi testado um ensaio
enzimatico acoplado através da utilizagdo de um kit comercial para a deteccdo de pirofosfato.

Esse ensaio acoplado foi padronizado e permitiu a caracterizacdo cinética da hAPRT
nativa e de seu mutantes. Os mutantes apresentaram perdas de eficiéncia de uma ordem de
magnitude, com excec¢do do F173G, cujos valores foram comparaveis aos da hAPRT nativa.

Ja os ensaios de cristalizacdo resultaram em cristais para os mutantes F173G, R67Q e
R89Q. Os cristais desses mutante foram coletados na linha de Cristalografia de
Macromoléculas 2 (MX-2) no Laboratério Nacional de Luz de Sincrotron (LNLS) em
colaboracdo com o Dr. Humberto Muniz. Estes conjuntos de dados estdo sendo analisados e
as estruturas estdo em fase final de refinamento.

Assim, espera-se finalizar o refinamento das estruturas para averiguar as correlacdes
entre a perda de atividade enzimatica e as alteragdes provocadas pelas mutacdes nas estruturas
das enzimas.

Para a continuidade do trabalho, fazem-se necessarios novos ensaios de cristalizacdo
com os 4 mutantes restantes. A obtencdo de cristais e posterior resolu¢do da estrutura
tridimensional de outros mutantes contribuirdo para um maior entendimento do mecanismo de

atuacdo da sindrome 2,8-DHA Urolitiase.
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Abstract A pentacyclic triterpene, 38,30-dihydroxy-lup-
20(29)-ene, was isolated from the powder extract of
Maytenus imbricata. The structure and stereochemistry of
the compound were established by spectroscopic techniques
and unambiguously determined by single crystal X-ray crys-
tallography. The crystal structure shows one molecule in
the asymmetric unit. The crystal packing is stabilized by
O-H---O intermolecular hydrogen bonds, which give rise to
infinite helical chains along the ¢ unit cell axis. The intra-
molecular geometry was analyzed using MOGUL, a knowl-
edge base of molecular geometry derived from the Cam-
bridge Structural Database (CSD).

Keywords Pentacyclic triterpene - Maytenus imbricata -
Crystal structure - Intermolecular geometry

Introduction

Maytenus is the better-known genus of the Celastraceae fam-
ily because many specimens are used in medicine folk in
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different Brazilian regions shown a diversity of secondary
metabolites, like as flavonoids, glycosides, maitansinoids,
alkaloidic and non alkaloidic sesquiterpenes, friedelanes,
oleananes, lupanes, quinonoids triterpenes and others pen-
tacyclic triterpenes (PCTT) [1]. PCTT are commonly iso-
lated from plants of the Celastraceae family and to them
are attributed pharmacological properties, such as antiseptic,
anti-asthmatic and antimicrobial action [2, 3], antispermato-
genic [4], antispasmodic [5], analgesic and anti-ulcer effect
[6, 7], insecticide [8, 9], antitumoral [10], moluscicide, al-
lelopatic and anti-inflammatory effects [11]. Maytenus im-
bricata Mart. Ex Reissek is encountered in Cerrado regions
of Minas Gerais and Bahia states of Brazil.

This paper reports the crystal structure of a PCTT (1)
that was isolated during the phytochemical investigation of
Maytenus imbricata (Celastraceae). Its molecular structure
and its relative stereochemistry have been previous estab-
lished by us with one-dimensional (1D) and two-dimensional
(2D) NMR techniques (DEPT, HSQC, HMBC and NOESY)
[12]. The goal of the present work is to determine
unambiguously the molecular configuration of (1) and to

CH;

1)
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describe its intra and inter-molecular geometry by X-ray
crystallography.

Materials and methods
Material and physical measurements

All chemicals were of analytical or chromatography
grade. The melting point was obtained on a MQAPF-
301/MicroQuimica; IR spectra were obtained with a KBr
disc, using a Perkin Elmer 1000 spectrophotometer. CI-MS
was carried out with a Finningan MAT CGQ spectrome-
ter. For TLC were used plates of silica gel G-60/F2s4 nm
(0.25 mm, Merck) previously activated in a stove at 100°C.
Plates were viewed with ultraviolet light, acid solution of
vanillin (0.1 g/100 mL of phosphoric acid (50% aqueous
solution) or phosphomolibdic acid [13].

Plant material, extraction and compound isolation

The compound was isolated from stems and branches of
M. imbricata Mart. Ex Reissek (Celastraceae) by powder
extraction in a Soxhlet apparatus. The plant material was
collected in the “Morro de Santana” region, Ouro Preto city,
Minas Gerais, Brazil. A voucher specimen was deposited
at Herbarium of the Botany Department of Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Vigosa, Minas Gerais, Brazil
(Collection No. 27780).

During hexane evaporation a white solid formation oc-
curred. This solid gives Liebermann-Burchard test positive
for PCTT. A sample of 500 mg of this solid was submitted to
a column chromatography (Merck SiO,, 70-230 Mesh, 15 g)
and eluted with benzene, hexane-ethyl acetate and methanol.
Fractions 1-23 (150 mL each) were collected using benzene
as eluent. Fractions 26 and 27 (210 mg) eluted with hexane-
ethyl acetate (7:3, v/v) were dissolved in chloroform and
after 24 h a formation of a white solid (25 mg) was observed.
This solid was submitted to column chromatography using
hexane-ethyl acetate (4:1, v/v) as eluent and 35 fractions
of 10 mL each were collected, resulting in the compound
isolation (21 mg).

NMR spectra

NMR spectra were recorded on a Bruker DRX 400 AVANCE
spectrometer operating at 400 or 100 MHz, respectively.
CDCl; was used as solvent (5—10 mg of sample/0.5 mL of
solvent) and TMS as internal standard were used. 'H and
13C NMR spectra were obtained in standard conditions. To
obtain 2D of 'H, 'H-NOESY was used a standard pulse se-
quence of the spectrometer with 350 ms of mixture time. The
two-dimensional heteronuclear correlation spectra (HSQC)-
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Edit was obtained using 5 mm probe of inverse detection
equipped with field gradient coil. The long distance two-
dimensional heteronuclear correlation spectra (HMBC)-field
gradient were obtained using a standard pulse sequence. The
data obtained were processing using a work station with a
XWIN-NMR version 3.1 program for Windows XP®,

X-ray crystallography

Colorless prismatic single crystals were obtained by recrys-
tallization in a 2:1 hexane and ethyl acetate mixture. Room
temperature X-ray diffraction data collection was performed
on an Enraf-Nonius Kappa-CCD diffractometer using grap-
hite-monochromated Mo Ko radiation (0.71073 A). Data
were collected up to 52° in 20, with a redundancy of 4. The
final unit cell parameters were based on all reflections. Data
collections were made using the COLLECT program [14];
integration and scaling of the reflections were performed
with the HKL Denzo-Scalepack system of programs [15].
The structure was solved by direct methods with
SHELXS-97 [16]. The model was refined by full-matrix least
squares on F? with SHELXL-97 [17]. All hydrogen atoms
were stereochemically positioned and refined with the rid-
ing model [17]. Hydrogen atoms of the CH and CH, groups
were set isotropic with a thermal parameter 20% greater than
the equivalent isotropic displacement parameter of the atom

Table 1 Crystal data, data collection details and structure refinement
results

Molecular formula C30Hs500,
Formula weight 442.70
Crystal system Tetragonal
Space group P4,
Unit cell dimensions
a(A) 19.038(1)
c(A) 7.2290(4)
Volume (A%) 2620.1(3)
z 4
Density (calculated) (Mg m™3) 1.122
Absorption coefficient (mm™!) 0.067
FWOO00) 984
Crystal size (mm?) 0.18 x 0.06 x 0.04
0 range for data collection (°) 2.910-26.0
Index ranges —22<h<22,
—22<k<?2l,
—-8<I<7
Reflection collected 15782
Completeness to 6 =26.0° (%) 99.6
Absorption correction None
Data/restraints/parameters 4279/1/298
Goodness-of-fit on F? 1.000

Final R indices [/>20 (/)]

R indices (all data)

Extinction coefficient

Largest diff. peak and hole (eA~3)

Ry =0.0538, wR, =0.1109
Ry =0.1144, wR, =0.1379
0.013(2)

0.143 and —0.156
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Fig. 1 ORTEP-3 [18] view of the molecular structure of (1), showing
the atom-labeling scheme. Displacement ellipsoids are drawn at the
50% probability level and H atoms are shown as spheres of arbitrary
radii

to which each one was bonded. This percentage was set to
50% for the hydrogen atoms of the CH; and OH groups.
Data collections and experimental details for (1) are sum-
marized in Table 1. The programs SHELXL-97 [17] and
ORTEP-3 [18] were used within WinGX [19] to prepare
materials for publication. The program Mercury [20] was

Fig. 2 View of the network of
hydrogen bonds parallel to

[0 0 1]. Symmetry codes: (i)
1-y, x, i + z; (ii) -y, x,% +z

used to prepare the molecular graphics. The Flack parameter
was not refined during X-ray crystallographic analysis: The
most electron-rich atom is oxygen, which does not have an
anomalous scattering large enough (using Mo Ko radiation)
to permit determination of the enantiomer present by X-ray
diffraction.

Results and discussion
Spectra characteristics

From the mass spectrometry (MS), 'H and '3*C NMR and
X-ray data it was possible to determine the molecular for-
mula C;30Hs00,. The MS showed the molecular ion at
mfz 442 and fragments at m/z 424 (4, [M-H,O0]), 384
(5, [M=C3H,0]), 220 (18, [M-C;sH,0]") and 205 (14,
[M—C,6H»9O]). Absorption bands at 3500-3100, 3000-2700
and 1470-1350 cm™! in the IR spectrum showed the pres-
ence of hydroxyl groups and the hydrocarbon nature of the
compound.

The analysis of '"H NMR spectral data [12] indicated the
presence of two hydroxyl groups and double bond in the
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structure of the compound (1). It was observed two dou-
blets, one at §y 4.16 and the other at 5y 4.11 relates to a
primary alcoholic group (CH,OH); a double doublet at 5y
3.19 characteristic of methinic hydrogen; a singlet at i 4.99
and other double doublet at §i 5.00 related to olefinic hydro-
gen. The '*C NMR and DEPT-135 spectra show 29 signals
establishing the presence of five methyl, 12 methylene and
six methane groups and also six quaternary carbons. The 'H
NMR spectrum shows a signal at 5y 0.78 with high intensity
indicating a superposition of the hydrogen signals of two
methyl groups. This fact was confirmed also by correlations
observed through the analysis of the HMBC spectrum. We
detected correlations between the hydrogen signal at §i 0.78
and the carbon signal at §¢ 28.08 (C-23), §¢ 55.38 (C-5), 8¢
39.89 (C-22) and at §¢ 43.03 (C-17). Based on these data
we established that the signal at §i 0.78 corresponds to the
hydrogen of the methyl groups C-24 and C-28.

The locations and the configurations of the hydroxyl
groups were established through signal correlation analysis
of HSQC, HMBC and NOESY spectra. The chemical shifts
of carbon and hydrogen atoms encountered by this analy-
sis are in accordance with literature data for the triterpene
38,30-dihydroxy-lup-20(29)-ene isolated from Maerua ob-

Fig.3 The crystal structure of
(1) projected onto ab plane
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longifolia (Capparaceae) [21]. For that compound a singlet
(6u 4.88) and a doublet (§y 4.95) for the olefinic hydrogen
were reported, while we observed these signals at §y 4.99
and &y 5.00, respectively.

Crystal structure

The proposed structure for (1) was now unambiguously con-
firmed by X-ray crystallographic analysis. Figure 1 shows an
ORTEP view of the molecular structure. The crystal struc-
ture shows that there is just one independent molecule in the
asymmetric unit. Rings A, B, C and D (see Drawing) adopt
a chair conformation, while ring E is in an envelope confor-
mation with hydroxyl groups at C-3 and C-30 in equatorial
positions (see Fig. 1).

The intra-molecular geometry was analyzed using
MOGUL [22], a knowledge base of molecular geometry
derived from the Cambridge Structural Database (CSD) [23]
that provides rapid access to information on the preferred
values of bond lengths, valence angles and acyclic torsion
angles. This study showed that all bond lengths and bond
angles are in agreement with the expected values (Tables 2
and 3).
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Table2 MOGUL [22] bond analyses

Type of bond Average query value Average result bond length

(A) A)
c-C 1.538 1.542)
Cc-0 1.427 1.422)
Cc=C 1.316 1.32(3)

Table3 MOGUL [22] angle analyses

Type of angle  Average query value (°) Average result angle (°)
c-C-C 110.8 111(2)

C-C-0 112.3 112(3)

C-C=C 1233 124(5)

Table4 Hydrogen bonding

D-H---A D-HA) H-AA) D-AR) D-H-A()
O1-H1---01*  0.820(4)  1.940(5)  2.754(3) 173.2(3)
02-H2---02°  0.8204) 1.960(5)  2.743(3) 158.7(3)

“4Symmetry codes: 1-y, x, i +z

"Symmetry codes: —, x, % +z

Figure 2 show the crystal packing of (1). The arrangement
of the molecular units suggests that the three-dimensional
structure is stabilized by two intermolecular hydrogen bonds.
The first one is between the hydroxyl group at C-3 and the
same hydroxyl group of the molecule at 1-y, x, 1 + z, and
the second one is between the hydroxyl group at C-30 and
the same hydroxyl group of the molecule at —y, x, i +z
(Table 4). These intermolecular interactions form infinite
helical chains along the c-axis. In Fig. 3, which gives the
crystal structure of (1) projected onto the ab plane, five of
these chains (one at the centre and four at the corners) are
shown.

Supplementary material

Crystallographic data been deposited with the Cambridge
Crystallographic Data Centre as supplementary publica-
tion number CCDC 284041. Copies of the data can be
obtained, free of charge via www.ccdc.cam.ac.uk/conts/
retrieving.html (or from the Cambridge Crystallographic
Data Centre, CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2
1EZ, UK; fax: +44-1223-336033; or e-mail: deposit@
ccdc.cam.ac.uk).
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Abstract Two humanized monoclonal antibody con-
structs bearing the same variable regions of an anti-CD3
monoclonal antibody, whole IgG and FvFc, were expressed
in CHO cells. Random and site-specific integration were
used resulting in similar expression levels. The transfec-
tants were selected with appropriate selection agent, and
the surviving cells were plated in semi-solid medium for
capture with FITC-conjugated anti-human IG antibody and
picked with the robotic ClonePix FL. Conditioned media
from selected clones were purified by affinity chromatog-
raphy and characterized by SDS-PAGE, Western-blot,
SEC-HPLC, and isoelectric focusing. Binding to the target
present in healthy human mononuclear cells was assessed
by flow cytometry, as well as by competition between the
two constructs and the original murine monoclonal anti-
body. The humanized constructs were not able to dislodge
the murine antibody while the murine anti-CD3 antibody
could dislodge around 20% of the FvFc or IgG humanized
versions. Further in vitro and in vivo pre-clinical analyses
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will be carried out to verify the ability of the humanized
versions to demonstrate the immunoregulatory profile
required for a humanized anti-CD3 monoclonal antibody.

Keywords Antibody humanization - Anti-CD3 -
FvFc - CHO cells - Flow cytometry

Introduction

Immunosuppression is one of the strategies used to coun-
teract the central role played by T cells in the recognition
of allo- and auto-antigens. In 1986, the FDA approved the
first mADb for clinical use in transplantation rejection con-
trol. The initial clinical studies with OKT-3 demonstrated a
higher rate of clinical improvement 1 year after kidney
transplant [1]. OKT-3 mAb demonstrates a low incidence
of rejection incidence in the treated group, validating its
use even in the era of improved baseline immunosuppres-
sion. It is considered as a safe and an effective treatment
choice for steroid-resistant acute rejection episodes in
kidney transplantation [2, 3]. A retrospective study con-
ducted in Brazil after 10 years of anti-CD3-Butantan’s
demonstrated efficacy both in prophylaxis and treatment of
acute rejections in renal transplanted patients [4]. OKT-3
was tried in other organ transplantation and results with
OKT-3 therapy in liver transplantation were comparable
with those reported for kidney transplant patients [5]. After
evaluation of the therapeutic efficacy and adverse effects of
OKT3, mainly cytokine release syndrome, suggestions of
new clinical applications were proposed for anti-CD3
mAbs [6].

The therapeutic effect of OKT-3 in modulating trans-
plant rejection is due to mechanisms such as antigenic
modulation of the CD3/TCR complex at the cell surface

M.
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and/or apoptosis of activated T cells. These same effects are
sought for the control of autoimmune diseases generated by
the failure of central and/or peripheral tolerance to self
antigens, which are currently treated with anti-inflammatory
or general immunosuppressive agents, thereby exposing
patients to opportunistic infections and tumour occurrence.
A more specific treatment leading to operational tolerance
by the use of anti-CD3 antibodies would be of importance in
the control of several auto-immune diseases.

However, new uses of current anti-CD3 mAb for auto-
immune diseases or prolonged use in transplantation are
hampered due to its murine origin which is prone to trigger
immunogenic reactions in vivo. CDR transplantation to
humanize antibodies opened a new era for immunotherapy
[7-9]. In this work, two versions of humanized anti-CD3
were obtained by the transfecting CHO cells with vectors
containing either FvFc (lacking CH; and C, domains) or
IgG; (containing the complete heavy and light chain genes)
of humanized anti-CD3. Both constructs, FvFc and IgG,
were previously assembled by our partners [10, 11]. Initial
studies with the product from FvFc transiently transfected
cells [11] demonstrated a favorable immunoregulatory
profile, suggesting that the antibody making the humanized
construct is a promising candidate for the treatment of
transplant or auto-immune disease patients in need of
achieving an operational tolerance status.

A stable cell line synthesizing the FvFc is described and
characterized in this work. The natural IgG antibody gene
structure was also used to generate a stable cell line for
characterization and to compare with both the FvFc con-
struct and the original murine antibody. It is the first time a
FvFc protein has been compared to the complete IgG.

Materials and Methods
Cell Culture and Transfection

The vector pMIRES harboring the humanized FvFc con-
tained an IRES sequence element allowing a dicistronic
expression with the Neo gene [11]. Recombinant DNA was
transfected into CHO cells (ATCC 9096) with Lipofect-
amine 2000 (Invitrogen, USA). For the expression of the
whole antibody molecule, the heavy and light chain genes
of humanized anti-CD3 were cloned into the pMacIA HIL
expression vector containing an IRES element between the
heavy and light sequences [10]. The site-specific integra-
tion system Flp-In (Invitrogen) was used for expression.
The bi-cistronic sequence was inserted into the Multiple
Cloning Site of the pcDNAS/FRT vector. The vector con-
taining humanized anti-CD3 was co-transfected with
pOG44 (Invitrogen) into CHO Flp-In cells according to

KU
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manufacturers’ instructions. Before transfections, the cells
were cultured in DME/HAM-F12 medium (Sigma-Aldrich)
supplemented with 2 mM L-Glutamine (Sigma-Aldrich),
100 pg/ml Zeocin (Invitrogen), and 10% FCS (Cultilab).

Detection and Selection of Clones

For the FvFc expression, 500 pg/ml G-418 (Invitrogen)
was used as the selection agent 48 h after transfection. The
IgG transfectants were selected with 500 pg/ml Hygro-
mycin (Invitrogen) 48 h after transfection. In both the
cases, the cells surviving the selection after 10 days were
cloned using ClonePix FL (Genetix, UK). The cells were
plated in semi-solid medium (Clone Matrix, Genetix)
supplemented with FITC-anti-human IgG antibody (Clone
Detect, Genetix) for the capture of the secreted protein.
Clones were analyzed using parameters of brightness, size,
shape and distance between colonies using ClonePix FL.
Selected colonies were plated into individual wells in a 96-
well culture plate in liquid medium, DME/HAM-F12
supplemented with 2 mM Glutamine, 500 pg/ml of Ge-
neticin or Hygromycin, and 10% of FCS. Antibody pro-
duction was monitored in the supernatant of growing
colonies.

Immunodetection

The FvFc protein was detected by ELISA using an anti-
human IgG antibody (whole molecule—UNLB, Southern
Biotech) for the capture step and an anti-human IgG-HRP
(y chain specific, Southern Biotech) for detection. The
humanized IgG antibody supernatants were analyzed in
duplicate using the anti-human IgG antibody for the capture
step. For the detection step, two HRP-conjugated antibodies
were used, an anti-IgG (y chain specific, Southern Biotech)
and an anti-human IgG (x chain specific, Southern Biotech)
aimed to heavy and light chain detection respectively. For
Western-blot analyses, SDS-PAGE gels containing sepa-
rated proteins were prepared in duplicate. Samples were
diluted 1:2 in f-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich) contain-
ing buffer and loaded on 10% SDS-PAGE gels. Gel casting
and running were done on Bio-rad Mini-PROTEAN Tetra
Cell (Bio-Rad) apparatus. The protein bands were resolved
under voltage between 80 and 120 V. The separated proteins
in one gel were stained by either Coomassie blue or silver
nitrate methods following conventional protocols. Separated
proteins from the other gel were transferred to a nitrocellu-
lose membrane (Mini Trans Blot Module, Bio-Rad).
Detection was performed with the same HRP-conjugated
antibodies used in ELISA. The nitrocellulose membrane was
incubated for 1 h with an anti-IgG (i chain specific, South-
ern Biotech) diluted in 5% skim-milk in PBS. After incu-
bation, the membrane was washed in PBS/Tween 20 and
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incubated for 1 h with an IgG antibody (y chain specific,
Southern Biotech). A diaminobenzidine (DAB, Sigma-
Aldrich) solution was used for color development.

Purification and Physicochemical Characterization

Protein A (Hytrap, GE Lifescience) was used for the
purification of both FvFc and IgG proteins. A volume of
180 ml of the FvFc culture supernatant was diluted 1:2 in
20 mM sodium phosphate buffer pH 7.0 before loading
onto the 6 ml resin bed already equilibrated with the same
buffer. After loading and washing, the antibodies were
eluted with 100 mM sodium citrate buffer pH 3.2. Eluted
antibody was neutralized with 1 M Tris-base and dialyzed
against cold PBS pH 7.2. A volume of 620 ml of culture
supernatant expressing humanized IgG was diluted 1:2
with 1.5 M glycine/3 M NaCl pH 9.0 buffer and loaded
onto the same protein A column. After loading was com-
plete, the column was washed with the same buffer. The
antibody was eluted with 50 mM sodium citrate/150 mM
NaCl pH 3.7 buffer. The eluted material was neutralized
with 1 M Tris-base and dialyzed against cold PBS pH 7.2.
The purified antibody solutions were sterile filtered through
0.22 uM membranes (Millipore) and stored in sterile
conditions. The purification process was monitored by
SDS-PAGE as previously described under reduced and
non-reduced conditions. For the molecular mass determi-
nation of the FvFc antibody, samples from different clones
were submitted to SEC-HPLC methodology with a TSKgel
G3000SWx1 column (TOSOH Bioscience) installed in the
Akta Purifier equipment (GE Lifescience). The isoelectric
point of each version was determined by isoelectric
focusing on the Phast System (GE Lifescience) apparatus.
Samples were loaded on ready-made polyacrylamide gels
with 3-9 pH range (PhastGel IEF pH 3-9, GE Healthcare).
Acid and basic solutions (0.5 M H;PO, in the anode and
0.5 M NaOH in the cathode) were used for the isoelectric
focusing of the antibodies. The gel was stained manually
with Coomassie blue (Sigma-Aldrich). The antibody pl
samples were determined by the migration distance in
relation to known pl standards loaded on the same gel.

Binding Analyses

For flow cytometry analyses, human PBMCs (2.5 x 10°
cells/assay) from healthy donors were isolated by Ficoll-
Paque (GE Lifescience) and incubated initially for 1 h with
a 1:48 diluted anti-human IgG F(ab’),-PE (whole molecule,
Guava Technologies, Millipore, USA) for adsorption of B
lymphocytes bearing membrane antibodies. Cells were
washed and incubated with either anti-CD3 humanized
FvFc or 1gG, or the original murine IgG for 1 h at 4°C.
Due to molecular mass differences between the proteins,

sample concentrations varied in all assays to guarantee
similar quantities of binding variable regions. IgG con-
centration was set to 5 pg. Detection was performed with a
1:100 diluted anti-human IgG-FITC (y specific, Sigma-
Aldrich). Readings and analyses were performed with
Guava Easy Cyte Mini equipment (Guava Technologies,
Millipore). To assess the binding strengths of the different
antibodies, competitive assays were performed by the
sequential incubation of human PBMCs (already absorbed
with anti-human IgG-PE) with either humanized FvFc or
complete humanized IgG; or original murine anti-CD3 for
1 h at 4°C. After washing, cells were incubated with a
different antibody in relation to the previous incubation. At
the end, all sequential competitions were tested. For each
competition, assays were performed in duplicate, one
detected with an FITC-conjugated antibody directed either
to humanized (FvFc or IgG) or murine anti-CD3 and the
second with the complementary antibody directed either to
murine or humanized (FvFc or IgG) anti-CD3. The com-
petition between the two humanized versions, FvFc and
IgG, was not measured.

Results
Humanized FvFc Anti-CD3

The humanized FvFc fragment lacks the CH; and Cxk
domains of heavy and light chain respectively (Fig. 1). Ten
days after transfection with the humanized FvFc expression
vector, cells were plated in semi-solid medium with Clone
Matrix in presence of G418. Clones were isolated based on
criteria of colony size, distance between colonies, com-
pactness, and expression level of antibody detected by the
fluorescent halo around the colonies. ClonePix FL software
was used to analyze the clones (Fig. 2). From 96 isolated
clones, seven were selected by their growth characteristics
for further analysis by ELISA (Fig. 3). All seven clones

FvFec

Fig. 1 Structural representation of humanized anti-CD3 FvFc
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Fig. 2 Cell cloning with ClonePix FL. a Analysis of colonies under bright light, superposed with fluorescent light. b Colony selected by the
software. ¢ Criteria for colony selection. d Scatter Plot, clone area versus fluorescence intensity
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Fig. 3 ELISA of clones isolated by the ClonePix FL. Sandwich
ELISA of samples between anti-human IgG antibody and anti-human
anti-IgG (y chain specific) HRP conjugated

were cultivated in roller bottles to generate material for
purification. A typical analysis of the purified FvFc frag-
ment by Western-blot is presented in Fig. 4. Due to its
structural difference, the molecule size was analyzed by
size exclusion chromatography. All seven clones were
evaluated (Table 1). The molecular mass for the FvFc
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Fig. 4 Western-blot of reduced samples of humanized FvFc anti-
CD3. The arrows indicate the approximately 55 kDa blots of
supernatant (left) and after purification by affinity chromatography
(right)

anti-CD3 was found to be 109.5 £ 4.03 kDa (CV =
3.6%), demonstrating that the humanized fragment was
expressed in dimeric structure as expected.
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Table 1 Molecular mass determination of humanized FvFc anti-CD3
by size exclusion chromatography

Clone Molecular mass (kDa)
D9 111.55
D11 115.85
E6 109.94
C10 102.53
B4 107.42
Gl12 109.62
HI11 109.62

The binding characteristics of the FvFc fragment to
human T lymphocytes, analyzed by flow cytometry in
comparison to the murine version, showed that the
humanization process maintained the binding ability to the
target (Fig. 5) for most of the clones, although less inten-
sively. Mean fluorescence was 90.59 for the murine anti-
body while the humanized FvFc and IgG versions varied
between 66.51 and 78.58.

Plot5: Not Gated

Humanized IgG Anti-CD3

The site-specific integrated cells with the heavy and light
chains of complete anti-CD3 humanized genes were
selected by the addition of Hygromycin to the medium.
Ten days after selection, the cells were plated in semi-solid
medium containing Hygromycin. Clones were picked by
the ClonePix FL following the procedures previously
described. Figure 6 shows the ELISA analyses with puri-
fied antibody from stable pool supernatants cultured with
low IgG FCS. Figure 7 shows SDS-PAGE and Western-
blot patterns of purified clone CP-D4A2 in reduced
condition.

Physicochemical Characterization

To characterize and compare the two humanized versions
of anti-CD3, the isoelectric point was determined by IEF
gel electrophoresis. While the murine anti-CD3 presents
several pl isoforms between 7.0 and 8.15, humanized IgG
presents a major pl band around 8.65 The FvFc is more

Plot5: Not Gated

g g
& &
- ] - ]
c T c N
3 3] 3 8]
o 1 l o ]
S ! -
C’j\ ‘ T R T ° \ T PrrM e N R
10€0 10e1 10e2 103 10e4 1060 10e1 1062 103 10e4

Green Fluorescence (GRN-HLog)

Fig. 5 Flow cytometry of FvFc clones showing the binding to human
mononuclear cells. The clones picked by the ClonePix FL are
represented in the left and right panels. In both, the most left curve
represents the negative control and the most right the positive control,

Fig. 6 Sandwich ELISA
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Green Fluorescence (GRN-HLog)
5 pg of murine anti-CD3, staining 78.3% of the cells. FvFc clones are

represented in the intermediate curves, with percent of positive cells
ranging from 77.8 to 84.2% (clone CP-D9)
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Fig. 7 Left panel SDS-PAGE of purified reduced samples of
humanized anti-CD3 IgG produced with Low IgG FCS in the
medium culture. The typical bands around 50 and 25 kDa can be seen
against the MW standard on the right lane. Right panel Western-blot
of the a duplicate SDS-PAGE
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Fig. 8 Isoelectric focusing of anti-CD3 versions. Lane I: pl standard.
Lane 2: humanized FvFc construct. Lane 3: murine 1gG. Lane 4:
humanized IgG

basic, presenting pl around 9.0 (Fig. 8). Monoclonal anti-
bodies usually present basic pls. Besides contributing to the
antibody stability, this characteristic can be used for
purification.

Competition Analyses

The competition analysis between humanized FvFc (clone
CP-D9) and the murine IgG demonstrated that the murine
version is able to dislodge 23% of the humanized FvFc
originally bound to the cells (Fig. 9), while the murine
version cannot be dislodged by the humanized FvFc con-
struct, retaining 84% of positive cells (data not shown)
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Fig. 9 Competition between humanized FvFc and murine IgG anti-
CD3 by flow cytometry analyses. The right curve shows the
humanized FvFc pattern (76.8% of positive cells), the left curve the
humanized FvFc detected with anti-human IgG-FITC after incubation
of the cells with the murine anti-CD3 (59% of positive cells)

Plot5: Not Gated

173 230

Count
115

58

0

10e0

10e1
Green Fluorescence (GRN-HLog)

10e2 10e3 10e4

Fig. 10 Competition between humanized and murine IgG anti-CD3
by flow cytometry analyses. The right curve shows the humanized
IgG pattern (60.4% of positive cells), in the left humanized IgG
detected with anti-human IgG-FITC after incubation of the cells with
the murine anti-CD3 (47.4% of positive cells)

after incubation with humanized FvFc anti-CD3 (83% of
positive cells without the incubation with anti-FvFc).
Competition analyses between the humanized IgG clone
(CP-D4A2) and murine IgG demonstrated that, similarly to
the FvFc construct, the affinity of the humanized antibody
is slightly lower than that displayed by the murine IgG anti-
CD3, a characteristic that is commonly found for human-
ized antibodies [12]. The murine anti-CD3 is able to dis-
lodge the humanized antibody in 21% of the cells
originally positive for the humanized version (Fig. 10),
while the humanized anti-CD3 is not able to dislodge the
murine anti-CD?3, similar to the humanized FvFc (retention
of 82% of positive cells (data not shown) after incubation
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with humanized FvFc anti-CD3 against 82.5% of positive
cells without the incubation with humanized anti-CD3.

Discussion

Two transfection strategies were used for the FvFc and IgG
recombinant proteins. With the site-specific integration
system, a homogeneous stable pool was obtained, as the
cell line used (Flp—InTM-CHO cell line, Invitrogen) presents
a single integration site according to the vendor, based on
Southern blot analyses. All the isolated clones showed
similarity both in fluorescence levels measured by the
ClonePix FL and production levels measured by ELISA.
The site-specific integration system did not result in higher
productivity though; both random integration (FvFc) and
site-specific integration (IgG) strategies produced similar
antibody yields.

The binding affinity comparison between the two
humanized constructs must take into consideration that
there might be structural differences between the two
forms. The FvFc showed affinity to T lymphocytes similar
to the murine anti-CD3, even using concentrations 36%
lower for the FvFc to counterbalance its molecular mass of
110 kDa. Complete IgGs, murine or humanized, have
molecular masses around 150 kDa. Even with the same
variable region sequences and the presence of a hinge
region, it is possible that the dimer scFv present in the FvFc
protein are closer to one another than observed in natural
IgGs and account for higher binding capability. When
compared with the murine anti-CD3, both humanized
proteins bind with less intensity to the target. Lower
binding affinity is usually found in humanized antibodies
[12]. Obtaining higher affinity levels is possible in some
cases by selecting frameworks closer to the original anti-
body or reintroduction of murine residues to maintain the
proper structure to hold the variable sequences. Depending
on the effector function expected for the antibody, a
slightly lower affinity is not negative for clinical use.

Two different humanized anti-CD3 monoclonal anti-
bodies have been used clinically in patients with Type 1
Diabetes. In one study [13], the treatment maintained or
improved insulin production after 1 year in nine out of the
12 patients. The second study was a Phase II trial enrolling
80 patients in a placebo controlled study [14] and con-
cluded that short term treatment with anti-CD3 antibody
preserved residual beta-cell function for at least 18 months
in patients with recent-onset disease. In both studies, the
regulatory profile of the antibodies was considered the
major role achieved by the administration of the humanized
CD3 antibodies.

The humanization process leading to the FvFc anti-CD3
antibody versions has suggested the immunoregulatory

profile required for tolerance induction [11], thus making
the complete IgG humanized anti-CD3 an attractive can-
didate for additional studies. Although the modular design
of immunoglobulins is very compatible with protein engi-
neering [15], constructions other than the ones found in
nature have not yet been approved by the regulatory
agencies. We plan to carry out in vitro and in vivo pre-
clinical studies to further verify the ability of both
humanized versions to demonstrate the immunoregulatory
profile desired for a humanized anti-CD3 monoclonal
antibody.
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