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RESUMO

MENDONCA, D. C. Estudos estruturais de complexos de septinas analisados por
microscopia eletronica de transmisséo. 2023.118p. Tese (Doutorado em Ciéncias)
- Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2023.

Septinas sdo GTPases do citoesqueleto capazes de se associar na forma de
heterocomplexos, geralmente hexameros ou octadmeros, que polimerizam em
filamentos que subsequentemente se organizam em estruturas mais complexas como
anéis e redes. Elas estdo envolvidas em uma série de importantes processos
intracelulares incluindo diviséo celular, trafego de vesiculas, exocitose, entre outros.
Em humanos, alteracfes no padrdo de expressdo dessas proteinas ou a presenca de
mutacdes estdo relacionadas a doencgas, como alguns tipos de cancer e desordens
neuroldgicas como as doencas de Parkinson e Alzheimer. Entretanto, alguns aspectos
mecanicos dessas proteinas ainda ndo sao totalmente compreendidos, incluindo a
forma como os heterocomplexos se agrupam corretamente. Neste trabalho, foi
possivel estudar os complexos de septinas humanas e do urocordado C. intestinalis
usando microscopia eletrénica de transmisséo. Para ambos, a ordem dos complexos
hexaméricos (compostos pelas septinas 2, 6 e 7) foi determinada, concluindo que a
SEPT2 dos dois organismos esta localizada na extremidade do complexo (2-6-7-7-6-
2). Especificamente para o complexo humano, esse resultado comprova que a ordem
do hexamero anteriormente aceita na literatura estava invertida, e a correcdo dessa
informacgé&o possibilitou a correlagdo do complexo humano com complexos de outros
organismos, além de explicar como os hexameros e octameros podem compor o
mesmo filamento. Para obter detalhes estruturais dos complexos, as estruturas dos
dois hexameros foram resolvidas por Crio-ME, com resolucdo de 3.6 A para o
complexo humano e 3.3 A para o complexo de C. intestinalis. A andlise da estrutura
do complexo humano permitiu a compreenséo dos detalhes moleculares da interface
formada entre SEPT6 e SEPT7 com uma maior resolucdo comparada a estrutura
cristalografica precedente. A interface NC apresenta uma cavidade que é fechada em
sua base através das hélices a0 das duas subunidades, que incluem uma regiao
polibasica. Elas sdo mantidas enterradas no interior da interface atraves da interagao
desses residuos béasicos com o cotovelo formado entre as hélices a5 e a6 da
subunidade vizinha. A observacdo do espaco deixado pela cavidade e dos residuos
importantes para estabilizar a hélice a0 em sua posi¢gao auxiliam na compreensao de
como a interface NC é capaz de sofrer uma mudancga conformacional. Adicionalmente,
foi possivel observar uma flexibilidade do complexo como um todo em uma dire¢céao
especifica, que pode estar relacionada com a maneira que os complexos de septinas
interagem com membrana. No caso de C. intestinalis, a informacao estrutural das trés
septinas presentes no complexo sao inéditas e mostra que a estrutura das septinas e
a maneira com que elas interagem a nivel molecular s&o evolutivamente conservadas.

Palavras-chave: Septinas. Microscopia eletrénica de transmissdo. Analise de
particulas isoladas.






ABSTRACT

MENDONCA, D. C. Structural studies of septin complexes analyzed by
transmission electron microscopy.2023.118 p. Thesis (Doctor in Science) - Instituto
de Fisica de S&o Carlos, Universidade de Sdo Paulo, S&o Carlos, 2023.

Septins are cytoskeletal GTPases capable of associating to form heterocomplexes,
usually hexamers or octamers, which polymerize into filaments that subsequently
organize into more complex structures such as rings and networks. They are involved
in a number of important intracellular processes including cell division, vesicle
trafficking, exocytosis, among others. In humans, changes in the expression pattern of
these proteins or the presence of mutations are related to diseases, such as some
types of cancer and neurological disorders such as Parkinson's and Alzheimer's
diseases. However, some mechanical aspects of these proteins are still not fully
understood, including how heterocomplexes assemble correctly. In this work, the
complexes of human and urochordate C. intestinalis septins were studied using
transmission electron microscopy. For both, the order of the hexameric complexes
(composed of septins 2, 6 and 7) was determined, concluding that the SEPT2 of both
organisms is located at the end of the complex (2-6-7-7-6-2). Specifically for the human
complex, this result proves that the order of the hexamer previously accepted in the
literature was inverted, and the correction of this information made it possible to
correlate the human complex with complexes from other organisms, in addition to
explaining how hexamers and octamers can be part of the same filament. To obtain
structural details of the complexes, the structures of the two hexamers were solved by
Cryo-EM, with a resolution of 3.6 A for the human complex and 3.3 A for the C.
intestinalis complex. The structural analysis of the human complex allowed the
understanding of the molecular details of the interface formed between SEPT6 and
SEPT7 with a higher resolution compared to the previous crystallographic structure.
The NC interface features a cavity that is closed at its base by the a0 helices of the
two subunits, which include a polybasic region. They are kept buried within the
interface through the interaction of these basic residues with the elbow formed
between the a5 and a6 helices of the neighboring subunit. Observing the space left by
the cavity and the important residues to stabilize the a0 helix in its position help to
understand how the NC interface is capable of undergoing a conformational change.
Additionally, it was possible to observe a flexibility of the complex as a whole in a
specific direction, which may be related to the way that the septin complexes interact
with membranes. In the case of C. intestinalis, the structural information of the three
septins present in the complex is unprecedented and shows that the structure of the
septins and the way they interact at the molecular level are evolutionarily conserved.

Keywords: Septins. Transmission electron microscopy. Single particle analysis.
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1 INTRODUCAO

As septinas sao proteinas globulares que se ligam a nucleotideos e possuem a
capacidade de interagir entre si, formando heterocomplexos que, por sua vez, se
unem para formar filamentos envolvidos em diversos processos celulares.

Elas foram incialmente identificadas em 1970, por meio de um estudo que
buscava encontrar genes criticos para 0 processo de divisdo celular em
Saccharomyces cerevisiae, durante a fase de brotamento.! Foi descoberto que
mutacOes em 4 genes (cdc3, cdcl0, cdcll e cdcl2; do inglés Cell Division Cycle: cdc)
causavam defeitos na citocinese. Observou-se que as linhagens mutantes
desenvolviam multiplos brotos alongados que ndo completavam o processo de
separacdo da célula-mde. Na mesma década, um estudo utilizando a técnica de
microscopia eletrbnica, também em leveduras, identificou a presenca de anéis
filamentosos de 10 nm de espessura localizados na regido que separa a célula-méae
da célula-filha (Figura 1).? Posteriormente, utilizando a técnica de microscopia de
fluorescéncia, os componentes desses filamentos foram identificados como produtos
dos genes cdc mencionados anteriormente. Devido a localizacdo desses filamentos

no septo de separacdo entre as células, essas proteinas foram nomeadas “septinas”.®
4

Figura 1— Identificacao das septinas no processo de brotamento da levedura Saccharomyces cerevisiae
(A) Por microscopia eletrdnica, evidenciando mdltiplos filamentos localizados na regido de
brotamento. Barra de escala de 0.1 um (B) Por microscopia de fluorescéncia, monitorando a
localizacdo dos filamentos em diferentes etapas do ciclo celular.

Fonte: Adaptada de BYERS; GOETSCH;2 GLADFELTER.>
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ApoOs a descoberta das septinas, foram encontradas proteinas homélogas em
guase todos os organismos eucariotos e, atualmente, sdo reconhecidas como um dos
componentes do citoesqueleto, devido a sua morfologia filamentosa e a sua
capacidade de interacdo com membranas celulares, microtibulos e filamentos de
actina.® Apesar de sua importancia em diversos processos celulares e do nimero
crescente de estudos nessa area, ainda ha muito a ser descoberto em termos de
mecanismos moleculares dessas proteinas. Existem diversas septinas e suas
diferentes isoformas em cada organismo, além da distribuicdo tecido-especifica de
cada uma em diferentes células. A complexidade se estende consideravelmente ao
analisar as interacfes entre cada uma delas no processo de polimerizacdo, assim
como suas interagfes com diferentes proteinas e como isso esta relacionado com a

variedade de fungdes celulares nas quais elas estao envolvidas.
1.1 Funcdes das septinas e patologias associadas

A divisdo celular € geralmente o processo mais associado as funcbes das
septinas; entretanto, elas também estéo relacionadas a diversos outros mecanismos,
como a migracao celular, a regulacéo do formato e polaridade celular, a adesao entre
células, o trafego intracelular de vesiculas, entre outros (Figura 2).” Comumente, elas
atuam de duas maneiras ndo-cataliticas: Uma das formas é agir como recrutadoras
de outras proteinas em uma localizacdo especifica, ou seja, promovendo uma
interacao funcional com diversas enzimas e proteinas regulatérias. Sua outra forma
de atuacg&o ocorre como barreira de difusdo, auxiliando na compartimentalizagéo de
dominios celulares, restringindo os movimentos de proteinas de membrana sem

necessariamente interagir diretamente com elas.%8°

Divisdo Celular Trafego de Membranas Adesdo Celular Migragdo Celular

Figura 2— Funcbes celulares das septinas. Os processos mais caracterizados em que as septinas
desempenham um papel importante incluem a divisdo celular, o trafego intracelular de
vesiculas, a adeséo e a migragdo celular. Os complexos e filamentos de septinas estédo
representados em verde.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Em humanos, as funcdes das septinas em diversos processos celulares tém
sido extensivamente estudadas. Em geral, elas podem ser expressas de forma ubiqua
ou tecido-especifica, atuando em diferentes processos em cada regido do corpo
humano, como estd esquematizado na Figura 3. Alguns estudos resultaram na
descoberta de que o comportamento anormal dessas proteinas, por meio de
alteracdes do nivel de expressdo ou mutacbes em alguns residuos, pode estar
relacionado ao desenvolvimento de diferentes patologias, como doencas
neurodegenerativas, alguns tipos de céancer, infertiidade masculina e desordens

inflamatdrias.6-7:10

Nervoso
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[ Actina Microtibulos Membrana Fusdo de vesiculas Apoptose D Desconhecido ]

Figura 3 — Fun¢des das septinas em diferentes 6rgaos e relagdes com patologias humanas. O diagrama
destaca os principais sistemas e 6rgdos do corpo humano, assim como o tipo celular
especifico em que as septinas possuem um papel na organizacdo de: actina (rosa),
microtubulos (verde), membranas (cinza), fusdo de vesiculas (azul) e apoptose (amarelo). As
doencas relacionadas estéo listadas nas extremidades laterais da imagem.

Fonte: Adaptada de DOLAT et al.?

Alguns estudos também tém investigado a influéncia das septinas em
processos infecciosos de alguns patégenos. Elas possuem um papel essencial em
infec¢des causadas por diferentes bactérias, fungos ou virus em células de mamiferos,
tanto no processo de controle da invasao do patégeno quanto na disseminacao do
organismo nas células hospedeiras.®” Um dos exemplos da atuacéo das septinas no
controle da disseminacdo do patdgeno foi mostrado no caso de infeccdo da bactéria
Shigella flexneri. Um estudo evidenciou que as células infectadas por Shigella podem

prevenir a motilidade mediada por actina através da formacédo de estruturas de
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septinas em formato de gaiola ao redor das bactérias, restringindo a movimentacéo e

a disseminacgdo do patégeno nas células hospedeiras.t?13

1.2  Estrutura das septinas

As septinas estao classificadas na familia das P-loop GTPases, com massas
moleculares que variam de 30 a 65 kDa, possuindo a capacidade de ligar o
nucleotideo GTP (guanosina trifosfato) e, com algumas excecdes, catalisando sua
hidrélise para GDP (guanosina difosfato).4 Além do dominio de ligacédo ao nucleotideo
com estrutura a-B-a altamente conservado (também conhecido como dominio G), as
septinas possuem outros dois principais dominios distintos (Figura 4A). Esses
dominios incluem extensdes N-terminal e C-terminal varidveis (chamadas de dominio
N e dominio C, respectivamente), diferente de outras pequenas GTPases.'>16 Em
relacdo ao dominio G, ha um consenso em relacéo aos limites estruturais das outras
duas regides. O dominio N esta situado antes da primeira fita B caracteristica do
dominio G (B1), enquanto o dominio C esta localizado apds a ultima hélice a (a6)
(Figura 4B).16
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(a)

Dominio N Dominio G Dominio C
| | A
[ Y 1 1
Hook- PB1 G1  Sw1 G3/Isw2 PB2 ™ G4 Tr2 PAR SUE cC
loop (P-Loop)

(b)

Figura 4— Aspectos estruturais das septinas. (A) Representacéo dos dominios principais das septinas
e caracteristicas importantes. O dominio N se destaca pela presenga da hélice a0, que
contém a regido polibasica 1 (PB1). O dominio G contém as regides responsaveis para a
ligacdo de nucleotideo, assim como as regides importantes para a atividade hidrolitica (G1,
Swl, G3/ Sw2 e G4). Outros elementos funcionais estdo também representados, como a
regido polibasica 2 (PB2), a regido polidcida (PAR), os trans-loops 1 e 2 (Trl e Tr2) e o
elemento Unico de septinas (SUE) encerrando o dominio G. A principal caracteristica do
dominio C é a presenca de uma repeticdo de residuos a cada 7 aminodcidos, caracteristica
da formacéao de coiled coils. (B) Representacgéo tridimensional do dominio G destacando as
mesmas estruturas, correspondente ao mesmo esquema de cores do item (A).

Fonte: Adaptada de CAVINI et al.16

1.2.1 Dominio N

A regido N-terminal possui uma alta variabilidade entre as septinas, tanto em
termos de similaridade de sequéncia de aminoacidos como em quantidade de
residuos. Algumas partes desse dominio tém sido associadas a interacdo das
septinas com outras proteinas do citoesqueleto, como actinas e microtibulos, bem

como proteinas que possuem outros tipos de funcoes.®
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Na maior parte das septinas, esse dominio contém uma sequéncia rica em
residuos basicos (carregados positivamente), conhecida como regido polibasica 1
(PB1), que esté contida na hélice a0 (Figura 4B). Alguns estudos demonstram que a
PB1 é responséavel pela interagdo com membranas: Um deles mostra que essa
interacdo, em SEPT4 de ratos, ocorre através do componente PIP2 (fosfatidil-inositol
4,5-bifosfato) das membranas. Outro estudo também demonstrou que, em leveduras,
o dominio N-terminal da Cdc10 participa da interacdo com monocamadas de lipideos
contendo também PIP2,17-18

Uma segunda regido estruturada do dominio N é chamada Hook-loop, sendo
importante para a estabilizacdo de interacBes septina-septina, como a interface-NC

que sera explicada posteriormente.16-1°
1.2.2 Dominio G

O dominio G é responsavel pela ligagdo ao nucleotideo GTP e garante a
integridade estrutural das septinas. A ligacdo ao GTP ocorre por meio dos motivos G1,
switch | (Swl), G3 e G4. O motivo G1 contém a sequéncia consenso GxxGxGKS/T,
formando o P-loop, que permite a interacdo com os grupos fosfatos do nucleotideo,
além de coordenar o ion Mg?*, necessario para a atividade catalitica ou apenas para
a ligacéo do nucleotideo.6:20-21 O Sw1 contém o residuo de treonina essencial para a
atividade catalitica, que se liga tanto ao fosfato y quanto ao ion Mg?*16-21 Nas septinas
gue nao possuem atividade catalitica, a treonina catalitica ndo esté presente e, além
disso, o Swl é desordenado.!’ O motivo G3 é uma parte do switch Il (Sw2), também
importante no processo de hidrélise do nucleotideo. J& o motivo G4 atua na
seletividade da ligacdo ao nucleotideo, interagindo com o agucar e a base de
guanina.6-20

A funcéo da ligacdo ao nucleotideo ainda esta em debate, embora tém sido
associado com o processo de montagem dos complexos, fornecendo uma alteracéo
conformacional propicia para a interacdo entre septinas.?! Recentemente, também foi
verificado que a hidrdlise de GTP provoca uma mudanca conformacional em algumas
septinas, resultando na expulséo da hélice a0 de dentro do complexo, possivelmente
facilitando sua interacdo com membranas.??

Com uma similaridade de 75% entre as septinas da mesma espécie, 0 dominio
G é o mais conservado e possui um enovelamento similar ao das proteinas Ras

(pequenas GTPases), com caracteristicas adicionais Unicas relacionadas as suas
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funcdes.?® Entre essas caracteristicas, na parte superior das septinas (em relagdo a
orientacdo apresentada na Figura 4) se destacam: a presenca da regido Sw2
(importante também na dimerizacdo de septinas através da interface-G, que sera
explicada posteriormente), a hélice a2 (que se posiciona entre as duas interfaces
possiveis de interacdo entre septinas) e um loop que contém a regido polibasica 2
(PB2) (também importante na formacao da interface-NC). Na parte inferior, seguido
pela hélice a5’, ha a presenca de um loop que contém a regido poliacida (PAR), que
também desempenha a funcao de estabilizar a interface-NC.

Por fim, outra caracteristica que diferencia as septinas de outras pequenas
GTPases € a presenca do chamado elemento Unico das septinas (SUE, do inglés
septin unique element). Essa regido possui 60 residuos e compreende trés fitas 3 (Ba,
Bb e Bc) que formam o chamado B-meander, juntamente com as hélices a5 e a6. A
primeira regido desempenha um papel importante na estabilizacdo da interface-G,
enquanto a segunda estd envolvida na interface-NC. A SUE, de forma geral,
considerando sua participacdo em ambas as interfaces, € a regido principal que

favorece a polimerizacdo das septinas e as distingue de outras pequenas GTPases.¢
17

1.2.3 Dominio C

Assim como o dominio N, a regido C-terminal também exibe uma alta
variabilidade de composicdo de aminoacidos e tamanho. Com algumas excecdes,
essa regido é prevista para a formacao de coiled coils (CC). O dominio C-terminal
desempenha um papel crucial na estabilizacdo dos complexos de septinas, no
processo de polimerizagdo, assim como na interacéo entre filamentos, possibilitando
a formacéo de estruturas maiores e mais complexas.?*2°

A regiao anterior ao CC é altamente variavel e acredita-se que seja flexivel, o
que permite certo grau de movimento ao CC em relacdo ao dominio G.¢1° Embora
possa ser importante para sua funcdo, sua alta flexibilidade impossibilita a
visualizacdo dessa regido nos estudos estruturais realizados com septinas.?®
Recentemente, avancos na compreenséao dos detalhes moleculares dessa estrutura
foram possiveis gracas a utilizacdo de construcdes isoladas dos coiled coils em
técnicas como cristalografia e ressonancia nuclear magnética. Além disso, a regiao

posterior ao CC, em alguns casos, apresenta uma sequéncia polibasica que tem sido
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associada a interacdo das septinas com membranas em alguns estudos. No entanto,
essa hipétese ainda esta em debate e requer uma investigacéo adicional. 16:27-28
Fisiologicamente, foi demonstrada a importancia do dominio C na correta
polimerizacdo das septinas por meio de um estudo que investigou a influéncia da
infeccéo pelo virus Zika em células neurais progenitoras. Nesse estudo, contatou-se
gue a protease NS2B-NS3 produzida pelo virus € capaz de degradar a regido C-
terminal de SEPT2 humana, resultando na reduc¢éo da formacao de filamentos. Esse
efeito compromete o processo de mitose das células e pode estar associado ao

desenvolvimento de microcefalia.?®
1.2.4 Interfaces -G e -NC

O processo de polimerizacdo das septinas ocorre atraves de duas diferentes
regides do dominio G. A primeira regido, conhecida como interface-G, envolve
componentes do sitio de ligacdo ao nucleotideo, incluindo o préprio nucleotideo. A
segunda regido, denominada interface-NC, é formada pelas regides N e C terminais
do dominio G, especificamente por meio dos contatos das hélices a0, a2 e a6. Essas
interfaces alternam-se entre as subunidades de septinas, conferindo-lhes a
capacidade de polimerizacdo, o que as diferencia de outras pequenas GTPases
(Figura 5).171° Os dois tipos de interacdo podem ocorrer tanto entre subunidades

idénticas (homotipicas) quanto entre subunidades diferentes (heterotipicas).

(@) Interface-G (b) Interface-NC

NC NC NC "NC

Figura 5— Representacéo estrutural das diferentes interfaces de interacdo que permite a polimerizacao
das septinas. (A) Interface-G, que envolve os sitios ativos de cada subunidade. (B) Interface-
NC, realizada por meio de contatos das regides N e C terminais do dominio G de cada
subunidade.

Fonte: Adaptada de BROGNARA et al.30
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A interface-G é altamente conservada entre as diferentes estruturas de septinas
na literatura. Aléem disso, nenhuma delas foi obtida na auséncia de nucleotideo,
sugerindo que esse componente é essencial na dimerizacdo das subunidades.6-2131
A estabilidade dessa interface € garantida por interagdes entre P-loop, Sw1, Sw2, G4,
Trl e Tr2 (Figura 4).2° Além disso, as interacdes hidrof6bicas entre as fitas Ba, Bve Bc
do SUE de ambas as subunidades contribuem significativamente para a estabilidade
dessa interface.?° Vale ressaltar que essa interface desempenha um papel crucial no
reconhecimento molecular correto entre as septinas parceiras.'6-3?

A interface-NC tem sido pouco explorada na literatura, visto que componentes
importantes dessa interface, como a hélice a0, ndo estavam presentes na maioria das
estruturas cristalograficas resolvidas devido a constru¢gbes truncadas, ou, quando
presentes, ndo foi completamente descrita devido a baixa resolucdo da estrutura.®
No entanto, durante o desenvolvimento deste projeto, foram obtidos resultados que
contribuiram para um melhor entendimento dessa interface, como serd descrito
posteriormente neste documento. Uma das caracteristicas conservadas dessa
interface é a presenca de pontes salinas que envolvem residuos da hélice a6 e o loop
apos a hélice a2 da septina parceira.®

Diferentes conformacgdes da interface-NC foram descritas para as septinas do
Grupo | (mencionadas na sessao seguinte), sendo essa plasticidade uma propriedade
Unica deste grupo. Os estados conformacionais podem ser classificados como: aberto,
fechado ou deslocado. A conformacédo aberta é considerada candnica, uma vez que
€ a Unica observada nas septinas de outros grupos. No caso da SEPT9 humana, a
mudanca conformacional depende do nucleotideo presente, adotando a conformacao
aberta quando ligada ao GDP e a conformacéo fechada quando ligada ao GTPyS. 6
22 Essa movimentacdo, embora ainda ndo comprovada diretamente, pode levar ao
fechamento da interface, resultando na exposi¢ao da hélice a0 para fora do complexo

e permitindo que a regido PB1 esteja livre para a interacdo com membranas.16-22-33

1.3 Hetero-complexos de septinas

As septinas sdo encontradas em uma ampla variedade de organismos
eucarioticos, com excecdo das plantas. O numero de genes de septinas pode variar

significativamente entre os organismos, refletindo a diversidade funcional e estrutural
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dessas proteinas em diferentes espécies.®* Por exemplo, Chlamydomonas reinhardtii,
um organismo unicelular verde, € um exemplo de uma espécie que possui um namero
minimo de genes de septina, com apenas um gene codificante para septinas em seu
genoma. Por outro lado, a espécie humana apresenta uma maior complexidade
genética nesse aspecto, com 13 genes de septina (SEPT1-SEPT12 e SEPT14), além
de suas isoformas.3>-3¢ Neste trabalho, além dos complexos humanos, o complexo de
Ciona intestinalis também foi estudado. Este organismo é um urocordado que possui
apenas quatro genes que codificam septinas (SEPT2, SEPT6, SEPT7 e SEPT9).%’

Algumas classificacdes foram propostas para agrupar as septinas com base
em sua similaridade de sequéncia de aminoacidos. Uma dessas classificacées, como
representado na Figura 6, divide as septinas em quatro grupos distintos, que sao
consistentes tanto para septinas humanas quanto para a espécie C. intestinalis: Grupo
| (SEPT3, SEPT9 e SEPT12), Grupo Il (SEPT6, SEPT8, SEPT10, SEPT11 e SEPT14),
Grupo Il (SEPT1, SEPT2, SEPT4 e SEPT5) e Grupo IV (SEPT7).37-38

SEPT3 |

septo Grupo |
SEPT12 3

SEPT6 |

SEPT8 |

sepTi0 W Grupo |l
SEPT11

sept14 H

SEPT1 |

sert2 Grupo Il
SEPT4 |

SEPTS

@ see7 T GrupolV

Figura 6— Classificagdo das septinas através da similaridade de sequéncias de aminoacidos. A regido
C-terminal se destaca pela correspondéncia de tamanho dentro de cada grupo. As cores
utilizadas para representar cada grupo serd mantida ao longo do texto para facilitar a
compreensao.

Fonte: CABREJOS et al.®®
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Duas caracteristicas se destacam ao analisar as diferencas entre os grupos de
septinas. A primeira corresponde ao tamanho da regido C-terminal das septinas
pertencentes ao Grupo |, na qual ndo h& predi¢do para formacgéo de coiled coils. A
segunda caracteristica € a auséncia de atividade catalitica responsavel pela hidrélise
de GTP no Grupo Il, devido a falta da treonina catalitica presente no Swl.

As septinas possuem a capacidade de polimerizacdo, por meio da interacao
entre os diferentes grupos. Seus filamentos s&o importantes para desempenharem
corretamente o seu papel em processos celulares, e sdo compostos de hetero-
complexos menores que se repetem para a construcado desses filamentos. Observa-
se em varios organismos que esses complexos séo lineares e apolares, contendo
septinas de diferentes grupos. Em um estudo realizado em 2003, foi proposto que
cada grupo possui uma localizacdo especifica nos complexos, o que ficou conhecido
como “Regra de Kinoshita”.*® No caso das septinas humanas, os filamentos podem
ser compostos por hexameros e octameros, o que prediz, em teoria, 20 e 60
combinacgdes de hexameros e octameros respectivamente. No entanto, apesar da alta
diversidade dessas combinacdes, a existéncia de grande parte desses complexos
ainda nao foi confirmada fisiologicamente.

A primeira estrutura tridimensional de um complexo de septinas foi resolvida
por cristalografia de raios-X em 2007, por Sirajuddin e colaboradores.'® Apesar da
baixa resolucdo (4A), muitos aspectos moleculares sobre como as septinas de
diferentes grupos se organizam para a formacao do complexo foram revelados. Uma
das descobertas significativas refere-se aos contatos entre as subunidades, que
ocorrem através das interfaces -G e -NC que se alternam ao longo dos filamentos,

como explicado anteriormente (Figura 7A).
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Figura 7— Estrutura do complexo hexamérico humano SEPT2-SEPT6-SEPT7. (A) Representacdo da
superficie de um hexamero gerado através da aplicacdo de simetria cristalogréfica de ordem
2 no trimero resultante, segundo os resultados de TEM. (B) Classes resultantes do
processamento de micrografias obtidas por TEM, evidenciando a presenca de hexameros
in vitro e experimento para a determinagdo da ordem do hexamero utilizando fuséo da
SEPT2 a MBP.

Fonte: Adaptada de SIRAJUDDIN et al.’®

A estrutura foi resolvida como um trimero de septinas humanas, composto por
SEPT2-SEPT6-SEPT7. Por meio da aplicacao de simetria cristalografica de ordem 2
nas extremidades do complexo, foi possivel gerar um filamento continuo. Ao analisar
as interfaces de dimerizagcdo, € observada a presenca de duas interacdes
homotipicas: uma através da interface NC de SEPT2-SEPT2 e outra através da
interface G de SEPT7-SEPT7. Além disso, sdo identificadas duas interacdes
heterotipicas: uma através da interface NC de SEPT6-SEPT7 e outra através da
interface G de SEPT2-SEPT6. A estrutura também confirmou a natureza de cada
nucleotideo ligado, revelando que SEPT2 e SEPT7 estdo ligadas a GDP, enquanto
SEPT6 esta ligada a GTP. Isso confirma que SEPT6 ndo possui atividade catalitica.*®

Adicionalmente, no mesmo estudo, o complexo em solucéo foi analisado por
microscopia eletrénica de transmissao. Nesse experimento, foi utilizado um tampao

em alta concentracao salina (500 mM), o que impediu a formacdo de filamentos e
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resultou na observacao de apenas complexos hexaméricos. Na Figura 7B, € possivel
observar os bastfes lineares caracteristicos dos complexos de septinas nas classes
bidimensionais obtidas apds o0 processamento das micrografias por analise de
particulas isoladas. Com uma melhor relacdo sinal ruido, é possivel observar as
densidades correspondentes as 6 proteinas que compde o complexo. Porém, a
resolucao da técnica nao permite a identificacdo de cada septina no complexo para a
determinacao da ordem.

Segundo a composicdo da estrutura cristalogréfica, haviam apenas duas
possibilidades para a ordem desse hexamero: SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-
SEPT6-SEPT7 ou SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPT6-SEPT2. Com 0 objetivo de
determinar qual dessas duas sequéncias representavam os hexameros observados
na amostra, a SEPT2 foi fusionada a proteina MBP (do inglés, maltose binding protein),
para que a ultima gerasse uma densidade extra nas micrografias, marcando a SEPT2
para que ela pudesse ser localizada em relacao ao restante do complexo (Figura 7B).
Com base na analise do processamento dos dados, os autores do estudo propuseram
que a SEPT2 esta localizada no centro do hexamero, o que, por sua vez, posiciona a
SEPT7 na extremidade do complexo, expondo uma interface-G disponivel para
polimerizacao (Figura 8).

Estudos adicionais demonstraram a existéncia de octameros humanos, os
quais incluem as septinas do Grupo I, que estdo ausentes no hexamero mencionado
anteriormente. Septinas humanas nativas foram isoladas de células tanto na forma de
hexameros, como octameros, indicando que ambos estados oligoméricos possuem
relevancia fisiol6gica.*®*? Levando em consideracdo a organizacdo do modelo
hexamérico proposto por Sirajuddin et al., assumiu-se que os octameros sao formados
simplesmente adicionando a septina do grupo faltante na extremidade do complexo
(Figura 8) .
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Figura 8— Ordem dos complexos hexamérico e octamérico humanos a partir do modelo sugerido por
Sirajuddin et al. Nesse modelo, o hexdmero expbe uma interface-G da SEPT7 na
extremidade do complexo, enquanto o octamero exp8e uma interface-NC da SEPT9.

Fonte: Elaborada pela autora.

Uma década apds o estudo mencionado, um novo complexo hexamérico de
septinas humanas foi investigado durante o projeto de mestrado da autora. O objetivo
do trabalho era analisar a formac¢do do complexo ao substituir uma septina por outra
pertencente ao mesmo grupo, a fim de confirmar a regra de Kinoshita. Nesse caso, a
SEPTS foi utilizada no lugar da SEPT2, resultando na obtencdo de um complexo
hexamérico. Adicionalmente, para localizar a SEPT5 no complexo, a mesma
estratégia de fusdo a MBP foi utilizada, o que resultou em algo inesperado: o
experimento revelou que a SEPT5 esta posicionada na extremidade do complexo,
contrariando a ideia inicial de que esta poderia apenas substituiria a SEPT2 em sua

posicdo central no hexamero (Figura 9).43-44
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A MBP-SEPT5-SEPT6-SEPT7 B Anti-SEPTS IgG

C

Figura 9— Localizacdo da MBP-SEPT5 e marcacdo com anticorpo. (A) Classes representativas do
complexo MBP-SEPT5-SEPT6-SEPT7 em alta concentracdo salina. A densidade extra
corresponde a MBP, posicionada na extremidade do complexo. No canto inferior direito ha
uma representacao esquematica das classes. (B) Imagens ndo processadas dos complexos
incubados com anticorpo anti-SEPT5 e o diagrama esquematicos dos complexos, onde as
esferas em cinza representam as septinas e em laranja, o anticorpo. (C) Trés exemplos que
mostra a MBP ligada as duas extremidades do complexo. (D) Diferenca entre os modelos
de hexdmeros humanos proposto por Sirajuddin et al e Mendonca et al.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.**

Mesmo que o resultado do processamento dessas imagens indicasse que a
MBP realizava uma volta ao redor da extremidade, essa flexibilidade gerada pelo
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tamanho do linker entre a MBP e o dominio N-terminal da SEPT5 poderia gerar uma
incerteza. Portanto, um experimento adicional foi feito utilizando um anticorpo
especifico anti-SEPT5, com o qual a posi¢do terminal dessa septina foi confirmada
Figura 9B. A contradicdo da ordem revelada para esse complexo em relagdo ao
modelo de Sirajuddin et al. e a regra de Kinoshita foi a razdo da verificacdo do
experimento contendo a SEPT2 no inicio desse projeto de doutorado e foi discutido

posteriormente nesse documento (Sessao 4.1).

1.4 Formacéo de filamentos

Fisiologicamente, os complexos de septina se polimerizam para a formagéo de
filamentos, que podem interagir entre si para a formacéo de bundles (ou feixes), anéis
e redes mais complexas (Figura 10). A sequéncia palindrdbmica das subunidades nos
complexos, ao interagirem no processo de polimerizacéo, resulta em filamentos
apolares, uma vez que suas extremidades sdo indistinguiveis.®° Outros componentes
do citoesqueleto, como a actina e microtibulo, sdo considerados polares por
possuirem uma terminacao positiva e outra negativa, relacionadas com a direcéo de
polimerizacao de seus filamentos. Portanto, dentre os componentes do citoesqueleto,
os filamentos de septinas sdo mais comparaveis aos filamentos intermediérios, devido

a natureza também apolar.®
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Figura 10— Representacdo das diversas formas de interacdo entre filamentos de septinas, como
bundles e anéis.
Fonte: BROGNARA et al.3°

Diversos estudos analisaram a formacdo de filamentos de septinas de
diferentes organismos utilizando a técnica de microscopia eletrénica de transmissao.
19-24-45-48 No entanto, o processo de polimerizacdo das septinas ainda nédo é
completamente compreendido. A Figura 11 apresenta exemplos de filamentos de
septinas em diferentes organismos, bem como os oligdmeros que os compdem.
Especificamente para o caso das septinas de Drosophila melanogaster, os hexameros
foram observados isoladamente, mas ainda ndo h& comprovacdo da ordem do
complexo. Portanto, a figura contém apenas o modelo proposto para o arranjo desse
oligbmero, que tem como base a comparacao com as septinas de outros organismos

cuja ordem é conhecida.*®
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Chlamydomonas reinhardltii

G NC
monomero

Caenorhabditis elegans
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Drosophila melanogaster
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Figura 11- Representacdo dos oligdbmeros de septinas de diferentes organismos e micrografias
realizadas por TEM, demonstrando seus respectivos filamentos. Cada subunidade esta
colorida por sua correspondéncia aos grupos (I, II, Ill e 1IV), com excecdo da septina
CrSEPT de Chlamydomonas reinhardtii que ndo é caracterizada por nenhum desses
grupos e esta representada pela cor violeta. As barras de escala representam, de cima
para baixo, 5000 nm, 250 nm, 50 nm e 100 nm.

Fonte: Adaptada de PINTO; JOHN; SZUBA; FRAZIER. 454749

Uma abordagem comum para estudar a formacéo de filamentos de septinas é
através da producdo dos oligbmeros in vitro, expressando seus genes de forma
recombinante. O controle da polimerizagdo desses oligbmeros pode ser alcancado
variando a concentragdo salina da amostra. Foi demonstrado em diversos estudos
gue, em concentracfes salinas elevadas (geralmente acima de 300 mM), a
polimerizacao das septinas é reduzida. Em vez de formar filamentos, predominam os

oligbmeros em forma de bastfes, cujo tamanho depende da composicao de septinas
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envolvidas. A formacao de filamentos, por outro lado, pode ser induzida pela reducéo
da concentracéo salina, geralmente abaixo de 100 mM. Esse processo € comumente
realizado através de dialise nas amostras preparadas, diminuindo a forca iénica da
solugéo.204°

Outros fatores tém sido associados ao controle da polimerizacéo das septinas
in vitro e in vivo, como a ligacdo e hidrélise de nucleotideos,*® a composicdo dos
complexos, %! a associacédo das septinas com outras proteinas, como Borgs e Cdc42
em humanos, %2 ou Gicl e Cdc42 em leveduras, °3 bem como a interacédo das septinas
com membranas.*>%* No entanto, os detalhes moleculares de como esses fatores
afetam a polimerizagao ainda precisam ser elucidados.

De maneira geral, um dos pontos criticos do estudo das septinas e seu
processo de polimerizacao é a falta de estruturas de alta resolugdo dos complexos. O
presente estudo teve como objetivo contribuir com o aspecto estrutural de septinas
humanas para melhor compreender detalhes moleculares da interacdo entre essas
proteinas na formacdo de complexos, utilizando a criomicroscopia eletronica (Crio-
ME) como ferramenta. Na literatura, a maioria dos estudos estruturais de septinas foi
realizada utilizando a cristalografia de raios-X de mondémeros e dimeros, que foi
essencial para a compreensao das dinamicas moleculares dessas proteinas a nivel
atbmico. Entretanto, h4 uma dificuldade intrinseca em obter cristais de septinas,
principalmente no caso de grandes complexos, provavelmente devido ao tamanho dos
oligbmeros que sao a base para a formacéo de filamentos (geralmente hexameros e
octameros). Além disso, esses complexos apresentam uma flexibilidade inerente que
pode dificultar o processo de cristalizacdo. A Crio-ME tem sido uma grande aliada na
resolucao de complexos de proteinas em geral e mostrou-se muito eficiente no estudo
complexos de septinas estudados nesse trabalho. A possibilidade de estudar os
complexos fora das restricdes impostas por uma rede cristalina representa uma das

principais vantagens da técnica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter informacdes moleculares dos heterocomplexos de septinas e
compreender melhor seu processo de automontagem por meio da utilizacdo da

microscopia eletrénica de transmissdo e analise de particula isoladas.

2.2 Objetivos Especificos

e Expressdo e purificacdo dos complexos de septinas humanas e de Ciona

intestinalis.

e Caracterizacao de complexos e andlise de qualidade das amostras por
microscopia eletrénica de transmissdo e preparo de amostras por

contrastagéo negativa.

e Identificacdo da ordem de heterocomplexos através da coleta e
processamento de dados de micrografias por analise de particulas

isoladas:

o Complexo HSSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7 para comparagéo com
o0 complexo SEPT5-SEPT6-SEPT7 que demonstrou uma
contradicdo em relagdo a ordem publicada na literatura e sua
relacdo com a regra de Kinoshita.

o Complexo de CISEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7 para determinagao

de ordem e comparacdo com complexo humano

e Otimizacdo do preparo de grades de complexos de septinas por
vitrificacao.
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Coleta de micrografias de alta resolugdo de heterocomplexos de
septinas através do método da criomicroscopia eletrbnica e
reconstrucdo tridimensional para a obtencdo de informacdes
moleculares através do processamento de dados por andlise de

particulas isoladas.

Construcéao e interpretacdo dos modelos estruturais obtidos, analisando
a influéncia dos detalhes moleculares na automontagem dos complexos

e funcdes bioldgicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Producéo in vitro dos complexos de septinas

Todas as septinas que compdem os complexos de interesse foram produzidas
por meio do método de expressdo heterdloga em bactérias. As proteinas foram
expressas individualmente ou co-expressas em dimeros, de acordo com a
composicdo necessaria de cada complexo para cada experimento. Os complexos
foram reconstituidos in vitro pela mistura das suspensoées celulares correspondentes
antes da ruptura das células. Para isolar os complexos formados, foram realizadas
uma ou duas etapas de purificagdo por cromatografia de afinidade, dependendo da
presenca de caudas especificas nos plasmideos utilizados, seguidas por uma etapa
de cromatografia de exclusdo molecular. Os procedimentos experimentais s&o

descritos com mais detalhes nos tépicos a seguir.
3.1.1 Plasmideos e expresséao heterdloga

Os plasmideos utilizados neste projeto foram planejados e preparados por
outros projetos em nosso grupo de pesquisa, e suas informacdes estao resumidas na
Tabela 1. Todas as combinac¢des de septinas para a formacéo de complexos possuem
pelo menos uma cauda de histidina, o que permite a posterior purificacdo dos
complexos por cromatografia de afinidade.

Para marcar uma das proteinas e analisar a ordem dos complexos hexaméricos
de septinas humanas e de Ciona intestinalis, foram utilizadas constru¢des nas quais
a SEPT2 de ambos os organismos foi fusionada a proteina MBP (maltose binding
protein). Essa fusdo proporciona uma densidade adicional que pode ser visualizada
apos o processamento de imagens obtidas por MET.

No preparo do complexo hexamérico humano para Crio-ME, foi necesséria a
utilizacdo de uma construcdo de SEPT2 truncada (SEPT2G), que expressa apenas o
dominio G da proteina (aminoacidos 35-308). Essa abordagem foi adotada com o

intuito de evitar a polimerizacao dos complexos e obter uma amostra mais homogénea.
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O complexo octamérico de septinas de C. intestinalis possui uma cauda
adicional (streptag). Essa cauda foi adicionada com o objetivo de isolar o octamero de

possiveis complexos alternativos, como hexamero e tetrameros.

Tabela 1 — ConstrucGes e plasmideos utilizados para a expressdo heteréloga dos complexos de

septinas.
Plasmideo Cdédigo NCBI Peso Molecular
(KDa)
Septinas Humanas

HsSEPT2_MBP pRSFDuet NM_004404

HsSEPT6 NM_145799.3 49,8

HsSSEPT2G pRSFDuet NM_004404

HsSEPT6 NM_145799.3 49,8

HsSEPT7_histag pETDuet NM_001788.4 50,4

Septinas de Ciona intestinalis

CiSEPT2_MBP pMBPtDuet XM_002125416.2 92,3

CiSEPT2_histag pET28a XM _002125416.2 47,1

CiSEPT6 pETDuet XM _002123318.1 49,6

CiSEPT7_sumo pETSUMO XM_002131313.2 60,9

CiSEPT9_streptag pETDuet XM_002129160.2 36,7

Fonte: Elaborada pela autora

Para iniciar o processo, as células de E. coli Rosetta DE3 (Novagem) foram
transformadas com 100 ug de cada plasmideo para 200 ug de células por meio de
choque térmico. As células que incorporaram os plasmideos foram selecionadas
devido a resisténcia aos antibidticos presentes. Para o experimento de determinacao
da ordem dos hexameros humanos, foram realizadas duas preparacdes distintas. Na
primeira, os plasmideos contendo SEPT2-MBP+SEPT6 e SEPT7-His foram co-
transformados nas células. Na segunda preparacdo, a SEPT7-His foi expressa
separadamente. Para o experimento de Crio-ME, SEPT2G+SEPT6 e SEPT7-His
também foram expressas separadamente.

Para os plasmideos de C. intestinalis, foi realizada uma co-transformacéo para
a producdo de dimeros na expressdo heterdloga, utilizando os plasmideos
correspondentes para SEPT2 e SEPT6, assim como SEPT7 e SEPT9 (no caso dos
octameros).

Inicialmente, um pré-indculo de 25 mL foi preparado a partir de colénias
isoladas de E. coli, contendo os plasmideos de interesse, em meio LB suplementado
com antibioticos de selecédo. Esse pré-inéculo foi incubado por 14 horas a 37 °C e
agitacdo de 250 rpm. Em seguida, o pré-inoculo foi transferido para 1L de meio LB
contendo os mesmos antibidticos de sele¢éo e incubado a 37 °C sob agitacdo de 250
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rpm até que a densidade 6ptica (DO) atingisse um valor entre 0.5-0.8 a 600 nm. Uma
vez alcancado esse valor de DO, a expressao das proteinas foi induzida pela adicéo
de 0,4 mM de IPTG, seguido de incubagéo a 18 °C e agitacdo a 250 rpm por 18 horas.
As células foram entéo coletadas por centrifugagdo a 6000 x g por 30 min, a 4°C, e a
suspensao celular resultante foi armazenada a -80 °C até o momento da purificagcao.

Para simplificacéo, os complexos de septinas humanas seréo abreviados como
HSSEPT2-SEPT6-SEPT7, e os complexos de C. intestinalis ser&o abreviados para
CiSEPT2-SEPT6-SEPT7 (-SEPT9, para o octamero), indicando a fusdo com MBP ou

a utilizacdo do dominio G quando necessario.
3.1.2 Purificacdo do complexo HsSEPT2 _MBP-SEPT6-SEPT7

A suspenséao celular foi solubilizada em 50 mL de tampéao A (25 mM HEPES,
pH 7.8, 800 mM NaCl, 5 mM MgClz2, 5 mM B-mercaptoetanol, 5% [v/v] glicerol)
adicionado de um comprimido de coquetel inibidor de protease (Sigma Aldrich). No
caso da expresséao independe de SEPT7, as suspensofes celulares foram misturadas
antes do rompimento das células para garantir a formacao do complexo desde o inicio
do processo.

As células foram rompidas por sonicacdo a fracdo sollvel foi separada da
insoltvel por centrifugacdo a 10000 x g por 60 minutos a 4°C. Para a purificacao por
cromatografia de afinidade, a fracdo solavel foi aplicada em uma coluna de niquel
HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare) pré-equilibrada com o tampao A e foi submetida a
lavagem com o mesmo tampéao contendo 30 mM de imidazol. O complexo foi entdo
eluido durante um gradiente linear do tampdo com uma concentracdo crescente de
imidazol, variando de 30 a 500 mM.

O complexo passou por uma segunda cromatografia de afinidade utilizando
uma coluna de amilose (New England Biolabs), e a eluic&o foi realizada com o tampéao
A contendo 10 mM de maltose. As fragcbes de eluicdo foram concentradas e aplicadas
em uma coluna de cromatografia de exclusdo molecular Superdex 200 10/300 GL (GE
Healthcare), que foi pré-equilibrada com tampdo A. A pureza e integridade do
complexo foram analisadas por eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.
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3.1.3 Purificacdo do complexo HsSEPT2G-SEPT6-SEPT7

Devido a observacao de uma expressao mais lenta do dimero SEPT2G-SEPT6
em comparagcdo com SEPT7, foi utilizada uma propor¢cédo de 3:1 em volume de
SEPT2G-SEPT6 para SEPT7, a fim de obter uma maior de complexos hexaméricos.
As suspensdes celulares foram solubilizadas em conjunto, adicionando 50 mL de
tampéao A para cada litro de expresséao, contendo 0,1 mg/ml de lisozima, e mantidas
em gelo por 30 minutos. O rompimento celular e a purificacdo seguiram o mesmo
procedimento descrito para o complexo anterior, no entanto, utilizando o tampéao B (25
mM Tris-HCL, pH 7,8, 500 mM NaCl, 5 mM MgCl2 e 5% glicerol). Foi adicionada
também uma etapa de lavagem com Triton X-100 0,1%. Apds a cromatografia de
afinidade, as fragdes contendo o complexo foram submetidas a uma cromatografia de
exclusao molecular, utilizando um tampéao agora com 300 mM de NaCl e sem glicerol.

O complexo eluido foi mantido em gelo até a preparacao das grades para Crio-ME.
3.1.4 Purificagcbes dos complexos C. intestinalis

A purificacdo do complexo hexamérico contendo MBP para o experimento de
determinacdo da ordem do complexo seguiu 0 mesmo procedimento mencionado
anteriormente para o complexo humano. No entanto, o complexo octamérico, que
inclui uma cauda de histidina na SEPT2 e uma cauda strep na CiISEPT9, passou por
uma purificacdo por cromatografia de afinidade adicional utilizando uma coluna

StrepTrap HP (Cytiva), utilizando um tampao acrescido de 2.5 mM de destiobiotina.

3.2 Microscopia eletronica de transmissao

3.2.1 Preparo de amostra por contrastacao negativa

Apos a purificagdo das proteinas, os complexos utilizados para determinar a
ordem das septinas utilizando uma proteina de fusdo foram preparados por
contrastacdo negativa. Esse método € comumente utilizado para obter informacdes
preliminares, em baixa resoluc&o (10-20 A), sobre a qualidade da amostra e o formato
da proteina de forma geral. A presenca da densidade adicional das proteinas de fuséo

pode ser observada no limite de resolugdo da técnica ap0s o processamento das
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imagens. Essa abordagem foi escolhida por ser mais rapida e ndo exigir uma alta
concentracéo de proteina (geralmente inferior a 0,1 mg/mL).

O método consiste na substituicdo do tampdo da proteina por uma solucéo
contendo sais de metais pesados em uma grade com suporte de carbono continuo.
Os sais de metais pesados formam um envoltério ao redor das moléculas biologicas,
proporcionando contraste e uma alta relacdo sinal-ruido. Isso ocorre porque o
espalhamento dos elétrons € mais intenso ao interagir com os atomos pesados do que
com a amostra biol6gica.>®

O procedimento foi iniciado com a diluicdo dos complexos proteicos com o
tampéo de purificacdo correspondente, a fim de obter concentracdes de 0,02 a 0,05
mg/mL. Para permitir a interagdo da amostra com uma superficie hidrofilica, as grades
de cobre cobertas por um filme fino de carbono (PELCO) foram submetidas a uma
carga negativa utilizando o easiGlow™ Glow Discharge Cleaning System (PELCO).
Apos esse procedimento, foram depositados 3 pL da amostra na grade e aguardou-
se por 1 minuto, seguido de uma lavagem com 3 pL de agua ultrapura. Em seguida,
foi realizada uma ou duas aplica¢gdes de 3 L de solucéo de acetato de uranila a 2%,
aguardando-se 30 segundos entre cada aplicacdo. ApGs a aplicacédo de cada solucéo
na grade, o excesso de liquido foi removido com papel filtro. As grades foram entao

armazenadas em temperatura ambiente até a realizacdo da analise e coleta de dados.
3.2.2 Preparo de amostra por vitrificagéo

No método de vitrificacdo, o contraste na amostra biologica € obtido através da
prépria amostra, ao contrario do método de contrastacado negativa. Devido a menor
relacdo sinal-ruido nesse método, é necesséria uma coleta de dados maior para
posterior processamento, em comparagao com o metodo de contrastacdo negativa.
Na vitrificacdo, a amostra € congelada em uma fina camada de gelo amorfo nao-
cristalino, preservando-a em seu estado nativo ao manté-la hidratada e protegendo-a
dos danos causados pela irradiacdo dos elétrons.®® Para isso, a amostra em solucéo
aguosa € aplicada na grade e rapidamente congelada em etano liquido, de forma
suficientemente rapida para evitar a formacéo de gelo cristalino.5®

As amostras preparadas para o método de vitrificacdo ndo continham glicerol
em seu tampéao final, pois o uso de glicerol pode afetar a obtengcéo de mapas de alta
resolucdo em Crio-ME. Portanto, as grades foram preparadas com amostras recem

purificadas. Os complexos proteicos foram diluidos para uma concentracdo de 0,2 a
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0,5 mg/mL. Em seguida, 3 pL da solucéo foram aplicados nas grades do tipo Quantifoil
(PELCO), que foram previamente carregadas negativamente utilizando o easiGlow™
Glow Discharge Cleaning System (PELCO). O congelamento das grades em etano
liquido foi realizado de forma automatizada utilizando o Vitrobot Mark IV (Thermo
Fisher Scientific), com as configuracdes de 100% de umidade e 4°C na camara de

preparo.
3.2.3 Coletade dados

As micrografias das amostras preparadas para a analise da ordem do complexo
HsSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7 foram coletadas manualmente no microscopio de 200
kV Talos Arctica, equipado com uma camera Ceta e tamanho de pixel 2,51 A. Ja as
micrografias do complexo CIiSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7 foram coletadas no
microscopio de 200 kV Talos F200c, equipado com uma camera Ceta e tamanho de
pixel 2,02 A. Ambos os microscopios utilizados s&o da marca Thermo Fisher Scientific.

As grades do complexo hexamérico HSSEPT2G-SEPT6-SEPT7, preparadas
por vitrificacdo para a obtencdo de uma estrutura em alta resolugéo, foram analisadas
e os filmes foram coletados automaticamente no LNNano — CNPEM (Laboratorio
Nacional de Nanotecnologia / Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais,
Campinas, Brasil) utilizando o microscopio Titan Krios, equipado com corretor Cs e
camera Falcon 3EC, ambos da marca Thermo Fisher Scientific. Foram coletados um
total de 8915 filmes, com tamanho de pixel 0,86 A e desfocagem de -1,5 e -2,0 um. A
dose total de exposic¢éo foi de 30 e/ A?, dividida em 20 frames.

O complexo octamérico CISEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9 foi analisado nas
instalacdes do LNNano — CNPEM, e posteriormente, foi otimizado e coletado durante
0 estagio no exterior da autora no CBI/IGBMC (Centre for Integrative Biology / Institut
de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, lllkirch Graffenstaden, Franca).
A coleta de dados foi realizada utilizando o microscopio Titan Krios (Thermo Fisher
Scientific), equipado com corretor Cs e camera K3 (Gatan). Foram coletados um total
de 11549 filmes, com tamanho de pixel 0,86 A e desfocagem variando de -0,8 a -2,5
um. A dose total de exposicéo foi de 50 e/ A2, dividida em 50 frames.
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3.2.4Processamento por analise de particulas isoladas das amostras

preparadas por contrastacdo negativa

As micrografias para determinacdo da ordem dos complexos de septinas
HSSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7 e CIiSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7, preparados por
contrastacdo negativa, foram processadas utilizando o software IMAGIC-V (Image
Science Software GmbH). O primeiro passo foi a identificagcéo e selecdo das particulas
por modulagéo, informando apenas os valores aproximados das dimensdes das
particulas de interesse. Em seguida, as particulas foram entdo extraidas em imagens
individuais e passaram por um processo de classificacdo com o objetivo de obter uma
classe que é obtida por meio da média de imagens de particulas similares. Essa classe
obtida foi utilizada como referéncia para um segundo passo de identificacdo e selecao
de particulas. Esse procedimento € feito com base no célculo da correlagédo cruzada
entre a referéncia e as micrografias, o que permitiu identificar mais particulas de
interesse de forma mais especifica.

Na classificacdo das particulas por MSA (do inglés Multivariate Statistical
Analysis), o objetivo € identificar as diferentes projecfes das particulas presentes nos
dados. Essas diferentes projecfes sao visualizadas por meio das classes, que séo
construidas somando as imagens das particulas que possuem caracteristicas e
orientacdes semelhantes. Essas classes tém uma relacdo sinal-ruido maior em
relacdo com as imagens ndo processadas.

Para realizar essa classificacao, foi utilizada uma estratégia de aplicacdo de
diferentes mascaras, descrita anteriormente na dissertacdo de mestrado da autora*?
e no artigo publicado®’. Essa estratégia permite localizar a densidade da proteina de
fusdo e sua localizacdo, revelando onde a septina fusionada esta posicionada em

relacdo ao complexo.

3.25 Processamento por analise de particulas isoladas das amostras

preparadas por vitrificacdo (Crio-ME)

A analise de particulas isoladas € um processo dinamico e que requer um alto
poder computacional devido & grande quantidade de dados coletados. E importante
ressaltar que essas etapas podem variar dependendo do software e dos algoritmos

utilizados, bem como da complexidade da amostra e das perguntas de pesquisa



50

especificas. Além disso, o processo de analise de particulas isoladas € altamente
iterativo, exigindo ajustes e refinamentos ao longo do caminho para obter resultados
confidveis e interpretaveis. As principais etapas do processamento sdo mencionadas
a sequir.

Um dos elementos que desempenhou um papel crucial no avango da técnica
de Crio-ME foi o advento de novos detectores diretos de elétrons, 0 que permitiu a
aquisicao de filmes em vez de exposi¢Oes individuais integradas. Por isso, 0 primeiro
passo no processamento dos dados consiste em converter esses filmes em
micrografias, corrigindo o movimento das particulas que ocorre quando a amostra é
exposta ao feixe de elétrons, por meio de alinhamento e soma dos frames coletados.

As imagens coletadas apresentam erros sistematicos, uma vez que a
informacdao real do objeto analisado néo é totalmente transferida para os dados, o que
pode ser expresso matematicamente pela Funcdo de Transferéncia de Contraste
(CTF, do inglés Contrast Transfer Function). A estimativa dessa funcédo € importante
para que as imagens sejam posteriormente corrigidas, com o intuito de recuperar as
informacdes perdidas.®® Além disso, a estimativa do CTF é utilizada para avaliar a
gualidade das micrografias e selecionar aquelas de melhor qualidade para o
processamento de dados.

O préximo passo envolve a sele¢céo das particulas de interesse presentes nas
micrografias e sua extragdo como imagens individuais. Existem diversas abordagens
para essa selecdo, que podem variar desde métodos manuais até abordagens
totalmente automatizadas. As particulas sdo comparadas umas com as outras e
agrupadas com base em sua similaridade, por meio de um processo conhecido como
classificacdo 2D. A média das particulas resultantes € denominada classe e apresenta
uma relacéo sinal-ruido melhor em comparacdo com as imagens nao processadas.
Essa etapa permite a avaliagdo das particulas obtidas em termos de composicéo e
conformacdao, além da remocao das particulas indesejadas.

A partir de um conjunto de imagens contendo as particulas de interesse em
diversas orientacfes, 0s proximos passos envolvem a reconstrucao tridimensional da
molécula analisada para a obtencdo de um mapa de potencial final. A orientacédo
relativa dessas particulas é desconhecida e, devido ao numero limitado de particulas
presentes nas micrografias, a informacdo completa ndo pode ser totalmente
recuperada, sendo entdo obtida por aproximacdo.®® Em geral, o processo de

7

reconstrucdo 3D é iterativo, em que cada nova reconstrucdo é utilizada como
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referéncia para o préximo ciclo, resultando em uma melhoria na precisédo da atribuicao
dos angulos e na geracao de mapas de maior resolucao. Diferentes algoritmos podem
ser utilizados nessa etapa, dependendo do software utilizado, e foram descritos por

Penczek em um artigo de reviséo.>®

Complexo HSSEPT2G-SEPT6-SEPTY7:

Os filmes obtidos para a obtencéo de uma estrutura de alta resolucdo foram
processados inicialmente com o software IMAGIC para realizar a correcdo da camera
e a correcdo da anisotropia de magnificacdo. Em seguida, os filmes foram alinhados
e somados usando o software MotionCor2. As micrografias resultantes foram
importadas para o software cryoSPARC?2, onde a estimativa do CTF foi realizada por
meio da funcdo Patch CTF. Foram selecionadas apenas as micrografias com
estimativa de CTF melhor que 5A de resolucio.

Inicialmente, aproximadamente 200 particulas foram selecionadas
manualmente e utilizadas em uma classificagdo 2D, visando obter uma referéncia.
Essa referéncia foi entdo utilizada em uma nova etapa de selecdo de particulas por
meio de correlacdo cruzada. Apoés varios ciclos de classificacdo 2D, as melhores
classes obtidas foram separadas.

Em seguida, foram selecionadas 100 micrografias que continham a maior
quantidade das particulas pertencentes as melhores classes obtidas anteriormente.
Essas micrografias foram submetidas a uma nova selecdo de particulas usando o
software Topaz. Essa ferramenta utiliza redes neurais para um reconhecimento mais
preciso das particulas de interesse nos dados coletados.

Apobs novos ciclos de classificagado 2D com as particulas selecionadas, um total
de 328.801 particulas foram utilizadas nos préximos passos de processamento. A
reconstrucao 3D ab initio foi realizada, gerando dois mapas iniciais como uma forma
de refinar ainda mais o conjunto de particulas. Ambos os mapas passaram por
refinamentos e as particulas pertencentes ao melhor mapa 3D foram utilizadas em um
ciclo adicional de classificagao 2D e refinamento 3D. Isso resultou em um mapa final,
onde foram utilizadas 108.262 particulas.

A qualidade do mapa final foi estimada por meio da Fourier Shell Correlation

(FSC), comparando dois mapas independentes gerados a partir de metade das
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particulas cada. Esse calculo da FSC fornece uma medida da resolucdo do mapa,

indicando até que ponto os detalhes estruturais podem ser confiaveis.

Complexo CiISEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9 :

Os filmes coletados foram processados inicialmente com o software WARP,
para alinhamento e soma dos frames. Em seguida, as micrografias foram importadas
no software cryoSPARC2, onde foi realizada a estimativa do CTF utilizando a fungao
Patch CTF. Foram selecionadas apenas as micrografias com estimativa de CTF com
resolucéo melhor que 5A.

Apdés uma selecdo manual de particulas e a obtencdo de referéncias por
classificacdo 2D, foi realizada uma etapa selecdo de particulas automatizada por
correlacdo cruzada. Seguindo um procedimento similar ao mencionado anteriormente
para o complexo humano, foram utilizadas 304.316 particulas nas etapas seguintes
do processamento. Foi realizado um refinamento local de CTF nas particulas finais,
as quais foram novamente utilizadas para um refinamento local do mapa
tridimensional. Esse refinamento utilizou uma mascara gerada no software Relion 4.0.
A gqualidade do mapa obtido foi estimada por meio da FSC e da andlise de resolugéo

local no software cryoSPARC2.

3.3 Poés-processamento

3.3.1 Analise de flexibilidade

A analise de flexibilidade do mapa de alta resolucdo obtido por Crio-ME foi
realizada utilizando a ferramenta 3DVA (do inglés, 3D Variability Analysis) presente
no software cryoSPARC2. Essa ferramenta utiliza um algoritmo probabilistico de
analise de componentes principais para produzir diferentes mapas 3D, permitindo
revelar a heterogeneidade conformacional da particula de interesse e analisar seu
movimento continuo. Os resultados dessa analise foram visualizados utilizando o
software Chimera, que permite a visualizacdo e andlise interativa de estruturas

moleculares.
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3.3.2 Construcao do modelo estrutural e refinamento

O modelo estrutural baseado no mapa de potencial gerado por Crio-ME e o
refinamento foram realizados utilizando os softwares Coot e Phenix. Como modelo
inicial, foram utilizadas estruturas cristalograficas de septinas humanas previamente
publicadas contendo apenas o dominio G de SEPT2-SEPT6 (PDB 6UPA) e SEPT7
(PDB 6NOB). Para o complexo de Ciona intestinalis, foram gerados modelos
estruturais preditos com o software AlphaFold.

Inicialmente, as estruturas foram encaixadas individualmente como corpos
rigidos no mapa de Crio-ME utilizando a ferramenta Dock in Map do Phenix. Em
seguida, foi realizado um refinamento em espaco real e uma inspecdo manual do
modelo para aprimorar sua qualidade e concordancia com o mapa.

No caso do complexo humano, a regido da hélice a0 e HL que antecede foram
construidas manualmente com base no mapa de potencial eletrénico, uma vez que
estdo ausentes nas estruturas cristalograficas utilizadas como modelo inicial. Para
avaliar a qualidade dos resultados, os principais parametros utilizados foram:
CC(mask) durante o refinamento, que avalia a correlacdo do modelo com o mapa, o
MolProbity, que valida geometricamente modelo final, e o EMRinger, que analisa o
encaixe das cadeias laterais no mapa de potencial.

Os residuos de aminoacidos importantes para a interface-NC do complexo
foram determinados utilizando o software DIMPLOT. Além disso, em colaboragdo com
0 pesquisador Paulo Sérgio Lopes de Oliveira (LNBio/CNPEM), foi realizada uma
analise da cavidade interna presente no complexo utilizando o programa KVFinder.
As areas de superficie das regides de interacdo da interface-NC foram calculadas
utilizando o PISA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1  Septinas humanas

Uma parte deste trabalho teve como objetivo compreender a nivel molecular as
interacbes das septinas humanas na formacdo de complexos. O complexo
hexameérico formado por SEPT2, SEPT6 e SEPT7 foi selecionado devido a sua maior
estabilidade em comparacdo com 0os complexos previamente investigados no grupo
de pesquisa para o estudo das septinas in vitro.

O primeiro objetivo deste trabalho foi confirmar a ordem do complexo
mencionado, devido a davidas que surgiram a partir de um estudo referéncia na
literatura (Sirajuddin et al.)!® e a um resultado inconsistente observado em um
complexo similar (SEPT5-SEPT6-SEPT7)*, como explicado previamente na
introducéo deste documento e relatado na dissertacdo de mestrado da autora.

Posteriormente, a técnica de Crio-ME foi empregada para obter informacdes
estruturais mais detalhadas sobre o complexo em questdo e melhor compreender a
interacdo entre suas interfaces. O objetivo era alcancar uma resolucao superior em
comparacdo com o estudo de referéncia do complexo e obter informacdes

abrangentes sobre o complexo em sua forma hexamérica.
4.1.1 Ordem do hexamero HsSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7

Desde 2007, com o estudo realizado por Sirajuddin et al.1%, acredita-se que a
ordem dos complexos hexaméricos de septinas humanas posiciona a SEPT2 no
centro do complexo (SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7). Esse modelo foi
corroborado em 2011 pelo estudo de Kim et al. 4° para o complexo octamérico de
septinas humanas. Ao provar que SEPT7 e SEPT9 interagiam, por influéncia do
estudo de Sirajuddin, foi proposto que o modelo octamérico também posiciona a
SEPT2 no centro (SEPT9-SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9).
Uma das implicacdes desse modelo é que, ao evitar a polimerizagdo usando uma
solugcdo com alta concentracdo salina, a interface exposta do hexamero seria uma
interface-G. No entanto, esse comportamento € inconsistente com um dos complexos

de septinas mais estudados na literatura, o octamero de Saccharomyces cerevisae.
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Devido a duvida gerada pela incompatibilidade do experimento anteriormente
realizado com o hexamero contendo SEPT5 durante o projeto de mestrado da autora
(conforme descrito na introdug&o), e considerando também a incompatibilidade com o
modelo proposto por Sirajuddin et al., foi necessario repetir o experimento publicado
por Sirajuddin et al. para verificar a ordem correta do hexamero humano contendo
SEPT2.

Para esse propoésito, o complexo contendo a SEPT2 fusionada a MBP foi
produzido de duas maneiras diferentes: expressando SEPT2-SEPT6 e SEPT7
separadamente e, em seguida, unindo-as antes da purificacdo, e também
coexpressando SEPT2-SEPT6 e SEPT7. Nao foram observadas diferencas
significativas entre as purificacdes das expressoes independentes e coexpressas. A
Figura 12 apresenta um cromatograma de exclusdo molecular representativo da
preparacdo do complexo coexpresso, bem como um gel SDS-Page mostrando a
pureza da amostra e a presenca das septinas do complexo apos a eluicdo. Devido
aos pesos moleculares muito proximos de SEPT6 e SEPT7, néo foi possivel distingui-
las no gel. Além disso, foi observada a presenca de uma banda adicional
correspondente a degradacdo da SEPT7 (SEPT7d) em seu dominio C-terminal. Essa
degradacéao € regularmente observada em purificacdes que envolvem a SEPT7 e ja
foi relatada na literatura.’®44 Para ambos os tipos de expressdo, a pureza das

amostras foi equivalente.
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Figura 12 — Purificacdo do complexo hexamérico HsSSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT (A) Cromatografia de
exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300. A barra azul evidencia a fracao
coletada da elui¢éo e utilizada no preparo de grades para TEM. (B) Andlise por gel SDS-
PAGE da amostra utilizada a direita, incluindo a esquerda o padrdo de massas
moleculares (em kDa). A presenca das bandas correspondentes as trés septinas estéo
identificadas, onde SEPT6 e SEPT7 possuem massas moleculares similares e ndo podem
ser distinguidas. Adicionalmente h4 a presenca de uma banda adicional que corresponde
a uma versdo degradada da SEPT7 (identificada como SEPT7d) j& conhecida na literatura,
que ocorre devido a uma degradacao da regido C-terminal.

Fonte: Elaborada pela autora.

Ambas as amostras foram preparadas usando a técnica de contrastacao
negativa e foram coletadas por microscopia eletronica de transmissao (Figura 13A).
Os dados foram processados por meio da analise de particulas isoladas (Figura 13B
e Figura 13C), e as classes obtidas representam as particulas presentes nas
micrografias com uma resolucdo suficiente para distinguir as densidades
correspondentes as septinas formando um complexo alongado. Esses complexos sdo
visualizados como seis esferas em sequéncia, com aproximadamente 4nm de

diametro e um comprimento total de aproximadamente 25 nm.
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MBP-SEPT2-SEPT6-SEPT7

()

Figura 13 — TEM por contrastacdo negativa do complexo hexamérico HsSEPT2_MBP-SEPT6-SEPT
(A) Micrografia representativa da coleta de dados do complexo co-expresso, utilizada para
andlise de particulas isoladas evidenciando a presenca das particulas de hexameros de
septinas em formato alongado. Barra de escala de 200 nm. (B) Classes representativas
obtidas através do processamento de dados da amostra em que SEPT2-SEPT6 foi
expressa independentemente de SEPT7. (C) Classes representativas da amostra em que
as trés septinas foram co-expressas. Ambos os itens B e C mostram uma densidade extra
correspondente a proteina de fusdo MBP localizada em diversas posi¢des ao redor da
extremidade do complexo.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.

A densidade adicional observada nas classes corresponde a MBP, e é evidente
que ela se posiciona em torno da extremidade do complexo hexamérico. Esse
comportamento também foi observado anteriormente para o complexo contendo a
SEPTS5, e a flexibilidade da posicdo da MBP ao redor do complexo se deve ao linker
gue conecta a septina a proteina de fusdo. A MBP ndo é facilmente encontrada nas
duas extremidades justamente devido a essa flexibilidade. A variacdo de posicao das
duas unidades de MBP dificulta o alinhamento simultdneo de ambas através do
algoritmo de classificacdo das imagens, fazendo com que apenas uma delas
apresente uma melhor relacéo sinal ruido apds a soma das imagens (classes).

Portanto, pode-se concluir que a SEPT2, assim como a SEPT5, se posiciona
na extremidade do complexo (Figura 14). Esses experimentos esclarecem a ordem
do complexo hexamérico de septinas humanas, contradizendo o modelo previamente
proposto na literatura por Sirajuddin et al.*® Além disso, a concordancia na ordem dos
dois complexos demonstram a regra de Kinoshita, que confirma que a posi¢ao das
septinas dentro do complexo pode ser ocupada por outra septina pertencente ao

mesmo grupo.
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Modelo antigo (Sirajuddin et al.):

Modelo novo:

Figura 14 — Modelo esquemético representando acima o modelo proposto por Sirajuddin et al e aceito
anteriormente na literatura, posicionando a SEPT2 no centro do complexo hexamérico e,
abaixo, 0 modelo corrigido e comprovado para os complexos hexaméricos que contém
tanto a SEPT2, quanto a SEPT5, posicionados na extremidade.

Fonte: Elaborada pela autora.

O novo modelo é mais coerente ao analisar as diferencas entre as interfaces -
G e -NC que se alternam na formacédo do complexo em relacdo a estabilidade das
mesmas. Uma analise anterior, apresentada na dissertacdo de mestrado da autora,
revela que as interagdes que estabilizam a interface-NC séo predominantemente
compostas por pontes salinas. Além disso, a interface NC apresenta uma area de
contato e energia de ligagdo menores em comparacdo com a interface-G.*3

Para melhor compreender o efeito da forca i6nica na interface, em colaboracao
com o professor Fernando L. Barroso da Silva, uma simulagédo de Monte Carlo foi
realizada para determinar a energia de interacdo entre as subunidades nas duas
interfaces, em funcéo de suas separagdes em diferentes concentracdes salinas. Os
resultados revelaram que acima de 100 mM de NaCl, a interface-NC entre SEPT2-
SEPT2 é menos estavel em comparacgéo com a interface-G entre SEPT7-SEPTY. Isso

indica que a interface-NC € mais suscetivel a ruptura em uma solucdo com alta
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concentracdo salina, corroborando com a observacdo de que essa € a interface
exposta.

O fato de que apenas a interface-NC entre SEPT2 (e néo a interface NC entre
SEPT6 e SEPT7) se rompe em solucao de alta for¢a idnica poderia ser explicada pela
diferenca de tamanho entre os coiled coils de cada dimero (SEPT2-SEPT2 e SEPT6-
SEPT7). A presenca de um coiled coil maior feito entre SEPT6-SEPT7 poderia conferir
maior estabilidade a essa interface. Entretanto, estudos anteriores realizados por
Sirajuddin outros experimentos realizados em colaboragdo com a autora,
demonstraram que o hexamero ainda pode se formar na auséncia da regido C-
terminal do dimero SEPT6-SEPT7 em alta concentracdo salina. Isso indica que o
coiled coil do dimero SEPT6-SEPT7 néo é essencial para a formagéo do complexo e
subsequente formacao de filamento. Por outro lado, a presenca do coiled coil parece
ser mais determinante para a interface SEPT2-SEPT2, uma vez que a polimerizacéo
através dessa interface € comprometida na auséncia do mesmo dominio, mesmo em
baixa concentragdo salina.?® Portanto, sdo necessarios estudos estruturais para
compreender melhor as diferencas e a estabilidade dessas interfaces ao longo do
complexo, a fim de aprofundar o conhecimento sobre 0 mecanismo de formacéo dos
oligbmeros e a formacao de filamentos.

Esses resultados foram complementares aos obtidos anteriormente para o
complexo composto por SEPT6/SEPT7 em conjunto com SEPT5, em vez de SEPT2,
durante o mestrado da autora, visando a publicacdo de um artigo. Nesse mesmo
periodo, outro grupo de pesquisa chegou a uma conclusdo semelhante sobre a ordem
invertida dos complexos humanos, embora de uma forma mais indireta.>® Nesse
estudo, observou-se que tanto hexameros quanto octameros poderiam compor o
mesmo filamento, o que s6 é possivel se ambos os complexos tiverem 0 mesmo tipo
de interface exposta na extremidade para permitir a interagao (Figura 15).

No mesmo estudo, considerando que a SEPT9 se posiciona na regiao terminal
do complexo (modelo antigo), foi realizada uma mutacdo na regido N-terminal de
SEPT9 para verificar se isso impediria a polimerizacdo em filamentos. Essa mesma
estratégia ja havia sido empregada para septinas de leveduras.?* Apdés a andlise do
complexo mutado neste artigo, foi concluido que a amostra formava tetrameros,
indicando que a SEPT9 poderia estar posicionada no centro do complexo. O pré-print
da autora e deste outro grupo de pesquisa foram submetidos no mesmo dia na

plataforma bioRxiv. O modelo sugerido para o hexamero, apdés 0s experimentos
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realidos durante esse projeto, corrobora a observacéo de que hexameros e octameros
podem interagir e se polimerizar em um mesmo filamento, pois ambos possuem a

mesma terminacéo: a interface-NC da SEPT2 (Figura 15).

NC

G

X

OCTAMERO

HEXAMERO

\/NC

Figura 15 — Modelo esquematico representando a interagdo entre complexos hexaméricos e
octaméricos na formacéo de filamentos. O primeiro caso, acima, mostra o modelo aceito
anteriormente na literatura, onde o octdmero deixaria uma interface-NC exposta, ndo
compativel com a interface-G deixada pelo hexadmero, impossibilitando a existéncia de
um filamento composto pelos dois complexos. O segundo caso, abaixo, mostra o modelo
proposto com os resultados desse trabalho e, posteriormente comprovado por Soroor et
al, em que tanto hexamero quanto octamero, expdem a mesma interface-NC da SEPT2
e podem interagir e participar da formacéo do mesmo filamento.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.1.2 Crio-ME do hexamero HsSEPT2G-SEPT6-SEPT7, construcédo e validacao

do modelo estrutural

A Unica estrutura cristalografica de um complexo de septinas foi resolvida no
trabalho de Sirajuddin et al. e, desde a publicacao deste trabalho em 2007, nenhuma
outra estrutura de um complexo de septinas foi publicada na literatura. A estrutura
apresenta um trimero (SEPT2-SEPT6-SEPT7) na unidade assimétrica, podendo gerar
dois possiveis hexameros com a aplicacdo de simetria cristalografica, o que leva a
ambiguidade discutida na secdo anterior. Foram feitas algumas tentativas de
cristalizar outros complexos (por exemplo, SEPT5-SEPT6-SEPT7) no grupo de
pesquisa onde a autora desenvolveu este projeto. No entanto, os complexos de
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septinas mostraram-se resistentes ao processo de cristalizacdo. Esse comportamento
€ esperado devido ao tamanho do complexo (~150 kDa) e a sua flexibilidade intrinseca.

Para contornar esse problema e obter informagdes estruturais importantes para
desvendar os detalhes de interacdo entre as septinas, muitas estruturas de
mondmeros e dimeros de septinas foram resolvidas por cristalografia. Entretanto,
devido ao préprio processo de cristalizacdo, informacdes como a flexibilidade das
particulas sdo perdidas. Além disso, as proteinas sdo produzidas em constru¢des
truncadas, contendo apenas o dominio G, o que facilita o processo de cristalizacéo,
mas pode resultar em interacfes promiscuas e limitar a analise das estruturas e
interacbes como um todo. Uma interacao € considerada “promiscua” quando envolve
duas septinas interagindo de forma néo prevista pelo modelo do hexamero (Figura 14)
ou octamero (Figura 15), podendo ser do tipo G ou NC.

Para obter informacdes estruturais das septinas e entender seu comportamento
em um contexto molecular mais completo, € importante investiga-las dentro do
complexo. Por isso, a utilizagéo da técnica de Crio-ME foi utilizada nesse trabalho.

Com este objetivo, o complexo SEPT2-SEPT6-SEPT7 foi selecionado devido
ao seu rendimento e estabilidade superiores em comparacdo com outros complexos
estudados anteriormente pela autora. Além disso, visando obter uma amostra mais
homogénea e evitar a formacéao de filamentos, foi utilizada uma constru¢do de SEPT2
gue possui apenas o dominio G. Essa escolha foi baseada no conhecimento prévio
de que a interface exposta do complexo hexamérico em altas concentracdes salinas
€ uma interface NC. Portanto, considerando que as regifes N e C terminais podem
desempenhar um papel importe na interface, esperava-se que a delecdo dessas
regides levasse a uma desestabilizacdo da interface, impedindo a polimerizacéo e
resultando apenas na formacéo de hexameros, independentemente da concentracao
salina da solucdo. Os resultados obtidos confirmaram essa expectativa, conforme
descrito a seguir. No entanto, experimentos posteriores realizados pelo mesmo grupo
de pesquisa demonstraram que a delecéo apenas da regido C terminal ja € suficiente
para desestabilizar a polimerizacéo.?®

A purificacdo do complexo é concluida com uma etapa final de cromatografia
de exclusdao molecular, que resultou na presenca de dois picos no cromatograma
mostrado na Figura 16. Além da absorbancia no comprimento de onda de 280 nm do
primeiro pico, foi também detectada uma alta absorbancia no comprimento de onda

de 253 nm. A causa dessa alta absorbancia a 253 nm ainda ndo é totalmente
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compreendida, mas ao analisar o conteudo proteico por gel SDS-PAGE, verificou-se
gue ndo ha bandas correspondentes as proteinas que compdem o0 complexo em
guantidades significativas nesse pico. Por outro lado, o segundo pico do
cromatograma contém as trés septinas de interesse, e uma fracdo desse pico
(destacada de azul nos dois itens da Figura 16) foi utilizada para a preparacédo da
grade por vitrificacdo. No gel, a banda adicional identificada como SEPT7d ja é
conhecida na literatura e corresponde a uma degradacao que ocorre na regido C-
terminal da SEPT7, ndo afetando a qualidade da amostra para 0s experimentos

realizados.
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Figura 16 — Purificacdo do complexo hexamérico HSSEPT2G-SEPT6-SEPT (A) Cromatografia de
exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300 increase. A barra azul evidencia a
frag8o coletada da eluicéo e utilizada no preparo de grades para TEM. (B) Analise por gel
SDS-PAGE das frag@es eluidas, incluindo a esquerda o padrdo de massas moleculares
(em kDa). A presenca das bandas correspondentes as trés septinas estdo identificadas,
onde SEPT6 e SEPT7 possuem massas moleculares similares e ndo podem ser
distinguidas, uma banda adicional correspondente a SEPT7 degradada. A fracao
destacada em azul foi utilizada para Crio-ME.

Fonte: Elaborada pela autora.
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ApoOs otimizar a qualidade de diversas grades preparadas por vitrificacao,
testando diferentes concentracdes e espessuras de gelo, a melhor delas foi
selecionada para uma coleta automatizada. O conjunto de dados foi processado por
analise de particulas isoladas e o fluxograma resumido das etapas de processamento

pode ser visualizado na Figura 17.

Patch CTF - Topaz Picker - Classificagdo 2D- 328,801 particulas

8,915 Micrografias l
Srer ki s Sae Ab Initio
Refinamento heterogéneo (N=2)

Corregdo da Camera

Corregao da Anisotropia
de Magnificagdo

Alinhamento dos FiIme§

Classificagdo 2D

141,400 particulas

v

Refinamento

Figura 17 — Fluxograma resumido dos passos de processamento realizados por andlise de particulas
isoladas com os dados coletados por Crio-ME do complexo HSSEPT2G-SEPT6-SEPT7.
Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados obtidos com o processamento desses dados revelaram que,
mesmo apods a purificacdo, foram identificados outros estados oligoméricos presentas
na amostra. Um exemplo disso € a reconstrugdo de um mapa que utilizou 31% das
particulas finais e apresentou um tamanho menor do que o esperado para um
hexamero. Apesar da heterogeneidade observada, foi possivel obter um numero
suficiente de particulas para realizar a reconstru¢cdo 3D do complexo hexamérico.

As analises de resolucdo do mapa foram realizadas em colaboragdo com o
pesquisador Dr. Marin van Heel. A analise de resolucao global pode ser observada na
Figura 18, que apresenta um grafico do método chamado Fourier Shell Correlation.
Nesse método, o conjunto de dados das particulas é dividido em dois, produzindo dois
mapas independentes. Esses dois mapas sao comparados posteriormente por

correlacdo em camadas correspondentes a diferentes frequéncias espaciais.
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A medida que a frequéncia espacial aumenta, a contribuicdio do sinal das
proteinas diminui, tornando o mapa cada vez menos definido pela proteina e mais
afetado pelo ruido estocéstico em altas frequéncias espaciais. Diferentes critérios
podem ser usados para determinar 0 ponto em que os dois mapas deixam de se
correlacionar, fornecendo uma estimativa da resolucdo global do mapa final.
Utilizando o critério ¥-bit, a resolucéo global foi estimada em 3,6 A, enquanto o critério
0.143 resultou em uma estimativa de 3.5 A. O segundo critério é o mais comumente

utilizado na literatura.

Fourier Shell Correlation
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Figura 18 — Fourier Shell Correlation (FSC) do mapa obtido por Crio-ME do complexo HSSEPT2G-
SEPT6-SEPT7, para andlise de resolucdo global. O critério ¥2-bit indicou uma resolucéo
de 3.6 A (linha laranja) e o parametro 0.143 esta representado em uma linha pontilhada
da cor cinza, indicando uma resolugéo de 3.5 A.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.5%

A resolucéo local do mapa de potencial obtido também foi estimada (Figura 19).
Esse célculo é relevante, pois a diferenca de resolucdo em diferentes partes do mapa
pode indicar heterogeneidade na amostra (como flexibilidade, por exemplo), no
processo de imageamento (como o0 danos causados por radiagcdo) e no
processamento de dados (como erros de alinhamento).f! As regides mais
avermelhadas no mapa indicam menor resolucdo, o que pode ser observado na
extremidade do complexo. Além disso, algumas regifes apresentam uma resolucao

ainda melhor do que a resolucéo global (cerca de 3 A), o que proporcionou maior
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confiabilidade na interpretacdo do mapa nessas regides e permitiu a construcéo de

um modelo mais detalhado do que a estrutura cristalografica publicada anteriormente.

o AOSN & TDY )
P ‘/;\,f\ L\\
;
SEPT7 SEPT7

Figura 19 — Analise de resolucdo local e modelo estrutural obtido com o mapa de HSSEPT2G-SEPT6-
SEPT7. (A) Resolugdo local representada na escala de cores apresentada a direita da
figura. O azul representa uma resolucdo mais alta enquanto que o vermelho representa
uma menor resolucdo. (B) Modelo estrutural obtido apds encaixe das estruturas
cristalograficas publicadas anteriormente na literatura, correspondentes a cada septina do
complexo, e refinamento.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.®®

A orientacdo mostrada na Figura 19 é o que denominado de “side view”, que é
perpendicular ao eixo de polimerizacéo (horizontal) e ao eixo da direcdo em que as
hélices a6 apontam (vertical). Como a resolucédo varia em diferentes regides do
complexo, cada subunidade foi identificada de A a F. O lado que contém as
subunidades D, E e F apresenta uma resolucdo melhor, provavelmente devido a
flexibilidade intrinseca do complexo, o que resulta em um alinhamento mais preciso
em um dos lados. Além disso, outro fator que pode ter contribuido para essa diferenca
foi a auséncia imposicao de simetria C2 durante o processamento.

A patrtir das classes 2D e da densidade de potencial eletrénico, ja era possivel
observar, pelo formato da particula, que o hexamero apresentava duas interfaces-NC
expostas. Isso confirma a ordem anteriormente corrigida pela autora, através da

técnica de contrastacdo negativa. Agora, essa evidéncia visual direta e conclusiva

6.3A

4.3A
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reforca essa constatacdo. O modelo estrutural foi construido a partir de estruturas
cristalograficas de alta resolucdo previamente publicadas (PDB:6UPA e 6NOB). Em
termos de tamanho e angulo de ligacdes, angulos de torsdes da cadeia principal e
choques estéricos, os valores estdo todos dentro das faixas esperadas (Tabela 2).
Além disso, o resultado do Molprobity score foi de de 2.13, o que é considerado bom
em relacdo a resolucédo nominal. O valor do EMRinger score foi de 2.55, que € préximo
ao esperado ao comparar com a distribuicao de valores calculados para outros mapas
depositados no EMDB com a mesma resolugdo.®? Um valor maior que 2 para a

pontuacéo obtida por EMRinger indica uma estrutura de alta qualidade.®?

Tabela 2 — Estatisticas e informagbes sobre a coleta de dados de Crio-ME do complexo hexamérico
humano SEPT6-SEPT7-SEPTY, refinamento do modelo e validacéo.

Coleta de dados e processamento
Microscopio FEI Titan Krios
Magnificacdo 75,000x
Voltagem (kV) 300
Dose total (e/A?) 28.82
Variacdo de defoco (um) -1.5e-2.0
Modo de coleta de dados Counting Mode
Tamanho de pixel (A) 0.86
Simetria imposta C1
Numero final de particulas 108,262
Resoluco global (A) - ¥ bit threshold 3.6A

-0.143 threshold 3.5A

Resolucéo local (A) - FSC % bit threshold 3.0-5.0
Refinamento
Modelos iniciais (PDB code) 6UPA, 6NOB
Map CC (mascara) 0.76
Composicdo do modelo
Cadeias 12
N° de Atomos 12907
N° de Residuos 1614
Ligacdes (RMSD)
Comprimento (A) (# > 40) 0.004 (0)
Angulos (°) (# > 40) 0.710 (0)
Validacéo
EMRinger Score 2.55
MolProbity Score 2.13
Clash score 12.24
Ramachandran plot (%)

N&o aceitos 0.00

Aceitos 9.21

Favorecidos 90.79
Rotameros outliers (%) 0.65
CB outliers (%) 0.00
Plano do peptideo (%)
Cis prolina/geral 6.1/0.0

continua
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Twisted proline/general 0.0/0.0
CaBLAM outliers (%) 4.69
ADP (B-factors)

Iso/Aniso (#) 12907/0

Proteina (Min/max/mean)

46.85/240.61/108.03

Ocupéancia
Mean 1.00
co occ =1 (%) 99.23
0<occ <1l (%) 0.77
occ > 1 (%) 0.0
Deposicéao
PDB 7M6J
EMDB EMD-23698

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.®0

Na Figura 20, sdo apresentados alguns exemplos de regibes do mapa de
potencial obtido. O item B destaca a regiao correspondente a hélice a0, que sera mais
discutida posteriormente nesse documento. E possivel observar que a qualidade do
mapa permite determinar a posicdo de algumas cadeias laterais com uma
confiabilidade compativel com a resolugéo obtida. Entretanto, no item A, um residuo
acido (Glu120) esta destacado para ilustrar uma limitacéo da técnica de Crio-ME. Os
danos pela radiacédo do feixe de elétrons podem afetar os residuos acidos de forma
mais intensa, resultando em perda de informacdo no mapa de potencial das cadeias

laterais dos residuos carregados negativamente.%
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(a) hélice o2 (subunidade E, SEPT6)
! Heélice a0 (iincluindo PB1)
da subunidade D (SEPT7)

N 1129

S
Phe121

Fltas 1,2 and 3
(subunidade E, SEPT6)

Figura 20 — Regides do mapa de potencial obtido por Crio-ME. A) Parte da hélice a2 da subunidade E
(SEPT6) indicando as cadeias laterais de alguns residuos. A perda de informacéo da
Glul20 ocorre devido a limitacdo da técnica para identificar a cadeia lateral de residuos
acidos. (B) A regido da hélice a0 da subunidade D (SEPT7) incluindo a regido polibasica
(PB1). (C) Parte da folha B central da subunidade E (fitas 1, B2 e $3).

Fonte: Adaptada de Mendonca et al.®%

Nesse modelo, pode-se observar que as interfaces -G e -NC, que se alternam
ao longo do complexo, sdo semelhantes ao que foi descrito anteriormente na literatura.
Além disso, confirma-se que a interface-NC entre SEPT6 e SEPT7 esta em uma
conformacdo aberta, como também foi visualizado na estrutura cristalogréfica do
trimero. Essa conformacdo serd discutida em maior detalhe posteriormente no

documento.
4.1.3 Flexibilidade e analise de interacdes do hexamero

A flexibilidade dos complexos de septinas ja havia sido observada
anteriormente na literatura por meio de microscopia eletronica de transmiss&o.1%4°
Durante este projeto, também foram realizadas anélise que demonstraram a presenca
de conformacgdes curvas em alguns dos complexos visualizados nas micrografias.
Essa flexibilidade ja era esperada, uma vez que os filamentos de septinas tém a
capacidade de formar estruturas circulares, como anéis, e sdo sensiveis a curvatura
de membranas.?’49:65-:66

A diferenca de resolugdo em algumas partes do complexo, conforme mostrado

na Figura 19, também indica uma possivel mudanca conformacional. Especificamente,
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a baixa resolucdo observada nas extremidades do complexo pode ser atribuida a
flexibilidade vinda de eixos perpendiculares ao eixo principal do complexo (0 mesmo
eixo de direcdo de polimerizagdo). Entretanto, esta é a primeira vez que podemos
examinar essa flexibilidade com mais detalhes e compreender, em termos de
interacdes moleculares, como esse movimento € permitido.

A analise de variabilidade tridimensional dos dados obtidos por Crio-ME revelou
a existéncia de uma variabilidade de conformag&o em um dos componentes de PCA.
Por meio dessa andlise, diversos mapas sdo gerados e visualizados em forma de um
filme, permitindo a observacao dessa heterogeneidade continua. Para ilustrar melhor
esse movimento, foram utilizados dois mapas extremamente opostos em termos de
conformacdo maxima. Esses mapas foram usados para realizar um encaixe flexivel
do modelo estrutural, resultando na obtencé&o de dois novos modelos estruturais. A
fim de visualizar a extensdo maxima desse movimento, metade do complexo (um
trimero) dos dois modelos foi sobreposta, e a distancia dessa extensao foi medida na
extremidade ndo alinhada. A Figura 21 representa essa medida, na qual é possivel
observar ndo apenas a capacidade de extensdo desse movimento, que resultou em
uma distancia de 22 A entre as extremidades do modelo estrutural, mas também a
direcdo de dobramento que ocorre no complexo. Um dos modelos € representado em
cinza, enquanto o outro esta colorido com base nos valores de rmsd para facilitar a
analise. E perceptivel que o eixo de dobramento é paralelo ao eixo das hélices a6, o
que foi nomeado de side-to-side bending. N&do foram observados indicios de

dobramento do tipo top-to-bottom bending com esses dados.
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Figura 21 — Analise de flexibilidade do complexo HSSEPT2G-SEPT6-SEPT7. A analise de variabilidade
do mapa 3D mostrou uma curvatura do complexo em uma direcdo. O modelo estrutural foi
encaixado de forma flexivel nas duas extremidades conformacionais dessa curvatura e os
dois modelos resultantes foram sobrepostos utilizando-se apenas um trimero. Um dos
modelos esta colorido em cinza e o outro em valores de rmsd, onde azul significa um menor
valor e vermelho, maior valor. A figura acima mostra uma orientacao lateral, com as hélices
C-terminais apontando para cima, e abaixo, uma orientacdo superior, com as mesmas
hélices agora perpendiculares ao plano da imagem (apontando para o leitor). Nessa Ultima
a extensdo do dobramento (chamada side-to-side bending) revela uma distancia de 22 A na
extremidade n&o sobreposta.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.®%

A andlise de dobramento do complexo hexamérico pode fornecer insights
importantes sobre a forma como as septinas interagem com as membranas em
contexto celular. Muitos estudos tém sido conduzidos sobre esse assunto, como a
influéncia da curvatura das membranas na interacdo com as septinas, bem como a
regido responsavel das septinas por essa interacdo. No entanto, ainda ndo existe um
consenso claro sobre como esse fendmeno ocorre. A movimentagdo do complexo
descrita nesse estudo pode contribuir para desvendar esse enigma, uma vez que se
o0 complexo apresenta uma direcdo de dobramento preferencial, isso indicaria a
orientacao do complexo ao interagir com as membranas (Figura 22).

Essa hipotese também foi levantada anteriormente em um estudo que utilizou
a técnica de contrastacdo negativa para analisar filamentos de septinas de levedura
em membranas. Devido a limitacdo de resolucdo dessa técnica, analises estruturais
mais detalhadas nédo foram possiveis. No entanto, observou-se que a espessura do

filamento ao interagir com a membrana era equivalente ao lado mais largo do dominio
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G, sugerindo que os complexos estavam deitados na membrana, com os coiled coils
alinhados paralelamente a superficie lipidica, consistente com a configuracéo

proposta neste trabalho.%*
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Figura 22 — Representagdo esquematica da orientagdo do complexo de septinas ao interagir com
membranas com base no dobramento do tipo side-to-side, deixando as hélices a6
paralelas a superficie da membrana.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.®®

A analise dos dois modelos estruturais em orientacdes extremas também
permitiu investigar qual interface do hexamero é responsavel por essa flexibilidade.
Para isso, cada dimero dos dois modelos foi analisado independentemente do
restante do complexo. Por exemplo, isolando o dimero AB (SEPT2-SEPT6), as SEPT2
dos dois modelos foram sobrepostas para calcular o rmsd do segundo monémero, no
caso, SEPT6. O valor de rmsd representa o desvio espacial do segundo monémero a
um maior desvio espacial do segundo monémero e indica a flexibilidade daquela
interface. Os célculos mostraram que o dimero SEPT7-SEPT7 (interface-G)
apresentou o maior desvio (com rmsd de 3.3 A). Por outro lado, os dimeros SEPT2-
SEPT6 (interface-G) e SEPT6-SEPT7 (interface-NC) geraram valores de rmsd
proximos: 2.3 A e 2.4 A, respectivamente. Esses resultados sugerem que a
flexibilidade do complexo hexamérico tem uma origem mais influente na interface
central, representada pelo dimero SEPT7-SEPT7.

Para entender melhor por que essa interface tem maior influéncia no

dobramento, podemos analisar a area de superficie enterrada em cada uma dessas
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interfaces, que indica a extensdo do contato entre os monémeros adjacentes. Com
base nas informacdes das estruturas cristalograficas publicadas anteriormente,
sabemos que a area de contato entre SEPT7-SEPT7 é menor (1660 A) em
comparacdo com SEPT2-SEPT6 (2033 A), o que facilita a plasticidade gerada pela
interface-G de SEPT7-SEPT7. Essa observacédo também se estende a comparacao
com dimeros formados entre SEPT2 e outros membros do grupo da SEPT6 (como
SEPT8 e SEPT11). Agora, com a estrutura obtida neste trabalho, também podemos
comparar com a interface que faltava, o dimero SEPT6-SEPT7, que apresenta uma
area de contato ainda maior (2503 A).

Uma outra maneira para compreender o efeito dessa movimentacao é observar
o formato das intera¢des na interface-G de SEPT7-SEPT7. A &rea de contato nessa
regido apresenta uma forma oval, que pode facilitar o movimento entre as duas
subunidades em uma direcéo especifica. A Figura 23 ilustra as duas movimentacoes
mencionadas anteriormente (side-to-side e top-to-bottom) na regido de interacao
desse homodimero. Na figura, as hélices a6 da SEPT7 estdo apontadas para cima,
expondo a regido interna de interagdo da interface-G como se fosse um livro aberto,
e seus contatos estao destacados em amarelo. Visualmente, torna-se evidente que o
formato oval favorece uma maior liberdade de movimento no do caso side-to-side

bending, onde o eixo de rotac&o coincide com o eixo paralelo a hélice a6.

side-to-side top-to-bottom
bending bending

Figura 23 — Representacdo das interacdes na interface-G entre SEPT7-SEPT7. A area de contato
entre as septinas esta evidenciada em amarelo e possui um formato oval. Esse formato
providencia uma maior facilidade para o dobramento do tipo side-to-side, a esquerda,
visto que o eixo de rotagédo para esse movimento coincide com a superficie de contato.
Ao contrario, o dobramento do tipo top-to-botton, a direita, teria um eixo de rotacdo
perpendicular ao formato das interacdes.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.5%
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Em relacéo as interacdes moleculares nessa interface-G, a presenca de uma
area de contato menor e o formato dessas interacdes ocorre devido a nao participacao
efetiva do dominio Switch | no contato entre esses dois mondmeros de SEPT7. Essa
regido, conhecida por ser importante na interface-G entre outras subunidades de
septinas dentro do complexo, como nos dimeros formados pelos grupos da SEPT2 e
SEPT6, desempenha um papel crucial na selecdo do parceiro correto de interagéo.3?

Uma hipotese adicional que explicaria uma menor area de interacdo entre
SEPT7-SEPT7 é que essa configuracdo permite uma desestabilizacdo mais facil dos
contatos, permitindo a entrada de uma septina do grupo da SEPT3 nessa posicao.
Isso possibilitaria a formacéo de octameros a partir de hexameros, conforme ilustrado
na Figura 15. Por outro lado, a interface-G heterodimérica entre SEPT7 e SEPT3
também apresenta uma menor area de interagdo, sem a participacdo do Switch |
(PDB: 6UUQ).*? A fragilidade dessa interface poderia facilitar a transformacédo de

octameros em hexameros, através da perda do dimero central de SEPTS3.

4.1.4 A interface-NC SEPT6-SEPT7 e sua cavidade

A interface-G, que ocorre entre diferentes subunidades que compdem o0s
complexos de septinas, tem sido amplamente descrita na literatura devido a
abundancia de estruturas cristalograficas disponiveis. Por outro lado, a interface-NC
€ pouco caracterizada devido & escassez de informacgdes estruturais disponiveis para
essa regiao.

Para relembrar, a interface-NC entre SEPT2-SEPT2 desempenha um papel
importante na polimerizacdo, uma vez que essa € a interface exposta na extremidade
do complexo, seja ele um hexamero ou um octamero. Ja a interface-NC entre as
septinas do grupo da SEPT3, presentes apenas em octameros, encontra-se no centro
do complexo. Neste estudo, foi possivel realizar uma caracterizagdo mais detalhada
da interface-NC entre SEPT6-SEPT7, que é a Unica interface-NC interna ao complexo
hexameérico, além de ser uma regiao presente também em octameros. Adicionalmente,
essa é a unica interface-NC heterodimérica.

Muitas das estruturas que apresentam interfaces-NC néo incluem a hélice a0
em suas construcdes. A hélice a0 € um elemento estrutural importante para essa
interface, porém, sua presenca dificulta o processo de cristalizacdo. Na literatura, a

descricao da interface entre SEPT6-SEPT7, incluindo a hélice a0, foi relatada apenas
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no estudo publicado por Sirajuddin et al, que apresentou a estrutura do complexo
humano em baixa resolucdo (4 A). No mesmo estudo, a estrutura de SEPT2-SEPT2
foi a que obteve melhor resolucdo (3.4 A) e também inclui essa hélice. Outras
estruturas que descrevem a interface NC séo relacionadas as septinas do grupo da
SEPT3, porém, em grande parte dessas estruturas, a hélice a0 também esta ausente.

A analise da estrutura obtida neste trabalho permitiu detalhamento mais preciso
da regido de contato entre as duas subunidades de SEPT6 e SEPT7 na interface-NC,
em comparagdo com a estrutura cristalografica do complexo. Constatou-se que ndo
ha uma continuidade de interacdes ao longo da superficie da interface, ao contrario
do que é observado nas interfaces-G. para facilitar a visualizacéo, a interface-NC pode
ser dividida em duas principais regides: superior e inferior, conforme ilustrado na

Figura 24.

hélice a6 hélice a6

SEPT6

regido
superior

regiao
inferior

hélice a0

helice a0

Figura 24 — InteragBes moleculares envolvidas na interface-NC entre SEPT6 e SEPT7. Os residuos de
contato estéo identificados e evidenciados em azul (para SEPT6) e amarelo (para SEPT7).
Os circulos em vermelho indicam o espagamento deixado pela cavidade NC.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.5%

A regido superior da interface-NC ja foi melhor caracterizada na literatura. Essa
regido € composta principalmente por pontes salinas, que sao formadas por residuos
localizados na hélice a6 e na regido C-terminal da hélice a2, juntamente com o loop
subsequente (Figura 25).?> Por outro lado, a regido inferior da interface é
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principalmente estabilizada por contatos entre residuos da hélice a0 e sera discutida

em mais detalhes posteriormente.

Figura 25 — Intera¢c®es importantes da regido superior da interface NC entre SEPT6 e SEPT7. Residuos
de contato conservados na maioria das septinas estdo indicadas em ambas subunidades e
0s contatos eletrostaticos envolvidos na interface sao realizados por: Glu(a2) e Arg(PB2),
Glu(a6) e Arg(PB2), assim como Arg(a6) e o dipolo da hélice a2.

Fonte: Adaptada de CAVINI et al.16

As regides inferior e superior da interface-NC delimitam uma cavidade
espacosa entre as duas subunidades, que possui uma abertura para o exterior nas
laterais. Essa cavidade pode ser visualizada com mais clareza na Figura 27. Algumas
dimensdes do espaco dessa cavidade foram estimadas com o software KVFinder,
resultando em um volume de 4100 A3 e uma area de superficie interna de 2400 A2,
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Até o momento, ndo se conhece uma funcéao especifica atribuida a essa cavidade. No
entanto, esse espaco é importante para que haja uma movimentacdo das
subunidades, permitindo mudancas conformacionais conforme descrito anteriormente
para o grupo da SEPTS e ilustrado na Figura 26.22

Foi observado que, para as septinas desse grupo, diferentes conformacdes sao
observadas dependendo do tipo de nucleotideo ligado. A conformacao candnica,
denominada conformacdo aberta, estq presente também nas septinas dos outros
grupos e possui uma separacéo de 20 A entre as duas hélices a6 de cada subunidade
da interface-NC. Nas septinas do grupo da SEPT3, quando em conformacéo fechada,
ocorre uma reducdo de 8 A nessa separacéo, além da expulsdo da hélice a0 da
interface, conferindo uma liberdade conformacional que pode estar relacionada com
a interacdo dos residuos de carga positiva da regido PB1 (contida na hélice a0) com

membranas.

(a)

(b)

’ Interface-NC ‘ ’ Interface-NC
aberta fechada
O-""ORO - 0

hélice a0
enterrada helice a0

exposta

Figura 26 — Mudanca conformacional da interface-NC das septinas do grupo da SEPT3 (grupo I)
dependente do nucleotideo ligado. (A) Comparagéo entre estruturas com a conformacao
aberta formada pela interface-NC entre SEPT2-SEPT2 (PDB:2QA5) e conformagéo
fechada entre SEPT3-SEPT3 (PDB:4754). O fechamento da interface resulta na expulséo
da hélice a0. (B) Esquema representativo da mudanga conformacional das septinas do
grupo | localizadas no centro de octameros.

Fonte: Adaptada de CAVINI et al.16
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Entretanto, até o momento, esse fendmeno ainda nédo foi observado no caso
do heterodimero SEPT6-SEPT7. Retomando a hipotese da orientacdo de contato
entre os complexos de septinas e membranas, devido ao dobramento preferencial do
tipo side-to-side bending, pode-se inferir que pelo menos uma das aberturas laterais
dessa cavidade ficaria diretamente em contato com a superficie das membranas
celulares. Portanto, é possivel que essa regido desempenhe uma funcao de interacéo
com lipideos durante o processo de associagao.

No item C da Figura 27, um dos bols6es da cavidade esta em destaque. Entre
varios outros bolsfes, esse em particular separa a hélice a2 de uma folha 8 abaixo
dela, proporcionando liberdade de movimento e autonomia conformacional
necessarias para que essa hélice atue como um meio de comunicacdo entre a
interface-G e NC. Essa ideia foi sugerida na literatura como uma forma de explicar
como o fendmeno da mudanca conformacional na interface-NC mencionada
anteriormente (Figura 26) é influenciada pelo tipo de nucleotideo presente na
interface-G. A presenca desse bolsédo contribui para a independéncia estrutural da
hélice a2, facilitando seu movimento e permitindo a comunicagdo entre diferentes
interfaces. Tanto a cavidade quanto o bolsédo, observados na estrutura obtida nesse

trabalho, podem ser fatores importantes para esse mecanismo.
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., Dire¢do de

J Polimerizagao

Figura 27 — Cavidade NC entre SEPT6 e SEPT7 (A) Visualizagéo lateral do complexo evidenciando a
cavidade NC com uma seta preta. (B) Abertura da cavidade visualizada entre as
superficies das duas subunidades da interface, limitada pela regido inferior composta
pelas hélices a0 de cada septina, formando a menor area de contato dessa interface, e a
regido superior contendo interacdes conservadas de pontes salinas. (C) Na mesma
orientagdo representada no item B, a superficie interna da cavidade esta representada em
cinza escuro. O bolsdo que separa a hélice a2 da folha B abaixo esta evidenciado com
uma seta vermelha. (D) Base da cavidade NC em detalhes estruturais.

Fonte: Adaptada de MENDONCA et al.®%

A base da cavidade é fechada pelas duas hélices a0 de cada subunidade, que
estdo empacotadas de forma antiparalela, formando um angulo de 44°, préximo ao
angulo esperado de 50° devido a natureza de interacdes entre as cadeias laterais de
hélices a em geral.®” A area enterrada entre as hélices a0 é de 2570 A2 Na Figura
27D, destacam-se duas fenilalaninas (F41 na SEPT6 e F49 na SEPT7), uma em cada

subunidade, marcando o inicio do dominio G.
415 A hélice a0 nainterface-NC

A nova estrutura do hexamero, com uma resolugdo superior, permitiu uma
analise mais detalhada das hélices a0 que formam a base da cavidade mencionada
anteriormente. Essas hélices contém uma regido polibasica, também conhecida como

PB1, em suas regides C-terminais. A regidao PB1 da hélice a0 da SEPT7 é composta
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por 7 residuos (41YRKSVKR47), dos quais 4 sdo carregados positivamente. Em
contraste, a regido equivalente na SEPT6 (33VNKSVSQsg) contém apenas um residuo
carregado positivamente, que € uma lisina, e, portanto, ndo € considerada uma regiao
polibasica. A Figura 28 ilustra como os contatos feitos pelas hélices a0 estabilizam
suas posicoes na interface-NC.

A regido PB1 de SEPT7 pode ser subdivida em duas partes com base na
posicao dos dois pares de residuos carregados: a regido proximal (R42 e K43) e a
regido distal (K46 e R47). Ambas as regifes sao importantes para a interacdo com a
SEPT6 nessa regido inferior da interface-NC.

Na regido proximal da PB1, o residuo R42 da SEPT7 interage com as
carbonilas da cadeia principal da regido C-terminal da hélice a5, no cotovelo formado
entre essa hélice e a hélice a6. Essa estrutura de cotovelo entre as hélices é uma
caracteristica comumente observada em quase todas as estruturas cristalograficas de
septinas na literatura. Além disso, esse cotovelo faz parte da chamada regido SUE,
gue exibe uma estrutura altamente conservada, sugerindo o seu potencial papel
funcional na estabilizacao da hélice a0 na interface-NC.

O segundo residuo dessa regido, K43, corresponde ao Unico residuo carregado
positivamente nessa regido em SEPT6, e também interage com a subunidade vizinha
de forma semelhante. A cadeia lateral de K43 esta direcionada para dois residuos
acidos da hélice a6 da SEPT6: E288 e D285.

Na regido distal, foi observado que apenas um residuo (K46) é responsavel
pelo contato com a regido polidcida (PAR) da subunidade vizinha, e sua cadeia lateral
esta direcionada para os residuos D218 e D219. O segundo residuo da regido distal,
R47, aponta para o espaco da cavidade e esta direcionado também para o residuo
E288.
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(b) PB1 G pB1
SEPT7 YRKSVKR G FEF
g F A ===

SEPT1 HRKSVKK G FDF

SEPT2 HRKSVKK G FEF

SEPT4 HRKSVKK G FDF

SEPT5 HRKSVKK G FDF

SEPT6 VNKSVSQ G FCF

SEPT8 VSKSVSQ G FSF

SEPT10 VNRSIQQ G FCF

SEPT11 VNKSTSQ G FCF

SEPT14 VSRSIRQ G FTIF

SEPT3 RKKTMKT G FDF

) y _—~J SEPT9 RRKAMKQ G FEF
regiao poliacida SEPT12 KIKAMKM G FEF

Figura 28 — Detalhes moleculares da hélice a0 (A) Regido inferior da interface-NC, evidenciando a
hélice a0 da SEPT7 (em verde) e suas cadeiras laterais dos residuos basicos presentes.
Na regido proximal, R42 interage com uma carbonila livre do residuo V281 da SEPT6 no
cotovelo formado ao final da hélice a5, enquanto K43 interage com residuos acidos de a6.
Na regido distal, K46 interage com a regido poliacida (em vermelho) e R47 aponta para o
espaco da cavidade NC. O residuo conservado G48 indicado em roxo conecta da hélice
a0 a fita 1 do dominio G, que ¢é iniciado com F49, e permite com que a hélice a0 seja
expulsa da interface quando em sua conformacéo fechada. (B) Comparacao sequencial
da regido PB1 entre os diferentes grupos de septinas, evidenciando os residuos bésicos
em azul.

Fonte: Adaptada de Mendonga et al.®®

Na literatura, tem sido amplamente discutida a regido responsavel pela
interacdo das septinas com membrana, e foi demonstrado que a regido PB1
desempenha um papel importante nesse processo. No caso das leveduras, apenas a
hélice a0 da septina central (Cdc10), que é analoga as septinas do grupo da SEPT3
humana, parece ser a mais determinante para essa funcdo.>* Além disso, o
mecanismo de interacdo pode ser explicado pela capacidade do grupo da SEPT3
humana de expor a hélice a0 ao alterar sua conformacdo aberta para fechada,
permitindo que os residuos basicos dessa hélice entrem em contato com os lipideos
da membrana. Algumas diferencas na regido PB1 do grupo da SEPT3 podem explicar
como a hélice a0 pode ser mais facilmente exposta, uma vez que a andlise realizada
para o caso da SEPT6/SEPT7 mostrou que essa regido é estabilizada dentro da
interface. O grupo da SEPT3 possui uma distribuicdo de cargas positivas diferente
(Figura 28B), onde o ultimo residuo da regido ndo possui carga, 0 que pode
enfraquecer as intera¢des que mantém a hélice na interface, facilitando sua liberacéo.

Além disso, as septinas do grupo da SEPT3 possui uma arginina na posic¢ao 1 (Figura
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29), apontando para fora da interface, o que potencialmente permite iniciar uma
interacdo com os lipideos negativamente carregadas na membrana.
Comparativamente, a interface-NC formada entre duas SEPT2, que é
responsavel pela polimerizagédo do complexo, provavelmente ndo sofre essa mudanca
conformacional, e sua hélice a0 ndo esta diretamente envolvida na interacdo com
membranas. I1sso ocorre porque a distribuicdo de cargas na hélice a0 da SEPT2 segue
0 mesmo padrdo da SEPT7. A Figura 29 resume as intera¢cfes da hélice a0 com a

subunidade vizinha para os diferentes grupos de septinas.
Y H

<
<

/ R R\ K R
cavidade
a5/a6
K K\ cotovelo K K
N-term a6 PAR
R
A M
X K/R/I
K K

Figura 29 — Diagrama esquematico em forma de rodas helicoidais para as regifes que correspondem
a hélice a0 dos quatro diferentes grupos. Os residuos conservados de cada grupo estao
representados e os residuos basicos estao indicados em azul. Quando ndo ha um residuo
CONsSenso No grupo, a posi¢do esta marcada com um x. Na primeira roda, representando
a hélice da SEPT7, as interagBes com regifes da SEPT6 estdo indicadas. Espera-se que
0s aminoacidos basicos em posi¢des equivalentes interagem de maneira similar.

Fonte: Adaptada de Mendonga et al.®®

Outro aspecto importante para ancorar a hélice a0 na interface em sua
conformacao aberta € a presenca de uma fenilalanina (abreviada como Phe(HL)) na
regido N-terminal anterior a hélice a0, conhecida como Hook-loop (HL). Essa regido é
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conservada e desempenha um papel importante na estabilizagdo da interface-NC.1¢-
19

A Phe(HL) esté localizada em um bolséo hidrofébico da septina parceira (Figura
30), fazendo com que a hélice a0 fique ancorada nessa posicao nas interfaces-NC. A
auséncia desse residuo exclusivamente em septinas do grupo da SEPT3 também é
consistente com a capacidade dessas septinas de expulsar a hélice em caso de
mudanca conformacional, uma vez que ha um residuo de isoleucina na mesma

posicao, que ndo preenche o espaco hidrofébico da mesma forma.

Figura 30 — Posicionamento da Phe(HL) em relacdo a septina parceira. A regiao Hook-loop da SEPT6
esta representada em azul claro, destacando o residuo Phe(HL). A SEPT7 foi colorida por
hidrofobicidade, onde os residuos mais hidrofébicos estdo em vermelho mais intenso. A
posicdo da Phe(HL) no bols&o hidrofébico ajuda a ancorar a hélice a0 dentro da interface.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2  Septinas de Ciona intestinalis

Os complexos de septinas de Ciona intestinalis também foram investigados
neste trabalho com o objetivo de compara-los com as septinas de outros organismos.
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Conforme mencionado anteriormente, esse organismo possui sequéncias codificantes
para apenas quatro septinas, sendo cada uma delas representativa de um dos quatro
grupos de septinas. O interesse nessas septinas se deve ao fato de cada uma das
guatro septinas apresenta semelhancas com os quatro grupos de classificagcao das
septinas humanas.

A similaridade das septinas desse organismo com os diferentes grupos sugere
uma importancia evolutiva, considerando que esse C. intestinalis € um urocordado
invertebrado. Essa similaridade indica que a presenca de uma septina representante
de cada grupo pode ser uma caracteristica essencial que remonta ao periodo anterior
a separacdo entre vertebrados e invertebrados.3” Essa conservacdo genética é
notavel, uma vez que o genoma desse organismo € significativamente menor do que
0 genoma humano. A presenca dos genes codificantes para as quatro septinas parece
constituir um conjunto minimo necessario para sua funcionalidade, pois ndo ocorreu
em C. intestinalis a expansdo génica observada em organismos superiores, que
resultou no aumento do numero de septinas.

Devido ao seu genoma simples e a sua posicao filogenética, C. intestinalis é
considerado um modelo experimental Gtil para estudos moleculares e evolutivos em
geral. Além disso, esse organismo pode ser especialmente interessante para
investigar a evolucdo das septinas durante o desenvolvimento dos cordados. Outro
aspecto relevante no estudo das septinas desse organismo € a alta similaridade das
sequéncias de aminoéacidos entre C. intestinalis e humanos para as septinas 2,6 e 7.
No entanto, a similaridade € menor paraa SEPT9: CISEPT2 possui 73% de identidade
com SEPT2 humana, CiISEPT6 possui 71% de identidade com SEPT6 humana e,
CiISEPT7 apresenta 71% de identidade com SEPT7 humana e CiSEPT9 apresenta
48% de identidade com a SEPT9 humana.®®

4.2.1 Ordem do hexamero CiISEPT2_MBP-SEPT6-SEPT7

Inicialmente, o hexadmero de septinas de C. intestinalis foi preparado para
verificar se a ordem do complexo era compativel com o complexo de septinas
humanas. Para isso, 0 mesmo experimento foi realizado, no qual a SEPT2 foi
fusionada a MBP para facilitar sua localizagéo por meio da densidade adicional gerada.
A Figura 31 apresenta alguns dados referentes a producao desse complexo, incluindo

um cromatograma de excluséo molecular, que representa da etapa final de purificacao
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do hexamero. Essa purificacédo foi realizada apés duas cromatografias de afinidade
(em resina de niquel e amilose).

O gel DSD-Page demonstra a pureza da amostra e exibe apenas as eluicbes
correspondentes as purificacdes de afinidade, pois a concentracdo da amostra apés
a cromatografia de exclusdo molecular estava muito baixa, inviabilizando sua
visualizacdo no gel. Assim como no experimento realizado para o complexo humano,
ndo é possivel distinguir a SEPT6 da SEPT7, pois ambas possuem 0 mesmo peso
molecular nesse experimento. No entanto, experimentos anteriores realizados durante
o projeto de doutorado da Dra. Sinara T. do B. Morais demonstraram a interacao entre
essas septinas e confirmaram a formacdo dos complexos.®® E importante ressaltar
que, ao contrario da SEPT7 humana, ndo foi observada a degradacao da SEPT7 de
Ciona intestinalis.

Observa-se a presenca de dois picos distintos no cromatograma. Porém,
devido a impossibilidade de determinar visualmente em qual dos picos o complexo
estava presente utilizando SDS-Page, foram preparadas grades de contrastacao
negativa com fragcbes de ambos os picos. Apos andlise, foi confirmado que apenas o
segundo pico continha o complexo hexamérico de C. intestinalis, enquanto na grade

do primeiro pico foram observados apenas alguns agregados.
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Figura 31 — Purificacdo do complexo hexamérico CISEPT2_MBP-SEPT6-SEPT (A) Cromatografia de
exclusao molecular em coluna Superdex 200 10/300 increase. A barra azul evidencia a
fracé@o coletada da eluicao e utilizada no preparo de grades para TEM. (B) Analise por gel
SDS-PAGE das frag6es eluidas, incluindo a esquerda o padrao de massas moleculares
(em kDa). A presenca das bandas correspondentes as trés septinas estéo identificadas,
onde SEPT6 e SEPT7 possuem massas moleculares similares e ndo podem ser
distinguidas. A fragdo “Ni” corresponde & eluicdo da cromatografia de afinidade em resina
de niquel, enquanto “Am”, a elui¢do da resina de amilose.

Fonte: Elaborada pela autora

Seguindo o mesmo procedimento utilizado para o complexo hexamérico
humano, os dados foram coletados por microscopia eletrbnica de transmissédo. A
Figura 32 apresenta algumas classes representativas obtidas a partir do
processamento dos dados utilizando a analise de particulas isoladas e a mesma
metodologia utilizada para o complexo humano, com o programa IMAGIC-V. Essas
classes mostram o complexo formado por seis esferas em sequéncia, com um

diametro aproximado de 4 nm e um comprimento total de cerca de 25 nm.
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Figura 32 — TEM por contrastacdo negativa do complexo hexamérico CISEPT2_MBP-SEPT6-SEPT
(A) Micrografia representativa da coleta de dados utilizada para andlise de particulas
isoladas evidenciando a presenca das particulas de hexameros de septinas em formato
alongado. Barra de escala de 100 nm. (B) Classes representativas obtidas através do
processamento de dados que mostram uma densidade extra correspondente a proteina
de fusdo MBP localizada em diversas posi¢des ao redor da extremidade do complexo

Fonte: Elaborada pela autora

A analise das imagens revelou que a densidade adicional correspondente a
MBP esta localizada ao redor da extremidade do complexo hexamérico, exibindo um
comportamento semelhante ao observado anteriormente para o complexo humano.
Esses resultados indicam que a SEPT2 de C. intestinalis, assim como as septinas
humanas pertencentes ao grupo da SEPT2, se posicionam na extremidade do
complexo, sugerindo que a ordem das septinas ao longo do hexamero segue 0 mesmo

padréo.

4.2.2 Heterogeneidade na producdo de octameros CiSEPT2-SEPT6-SEPT7-
SEPT9

Com o objetivo de obter uma estrutura em alta resolugdo do complexo
octamérico de C. intestinalis, que inclui as septinas SEPT2, SEPT6, SEPT7 e SEPTY,
foi empregada a estratégia de duas caudas na producdo do complexo. Nessa
abordagem, a SEPT2 possui uma cauda de histidina, enquanto a SEPT9 possui a
cauda strep. A SEPT7 contém também a proteina 6xHis-SUMO fusionada.

Para garantir que apenas a histidina da SEPT2 interaja na primeira etapa de
purificacdo por afinidade, a enzima SUMO protease é normalmente utilizada antes da

purificacdo, durante a etapa de lise celular, para remover a proteina fusionada a
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SEPT7. Dessa forma, espera-se obter apenas octameros na solucao final apos as
duas purificacfes por afinidade.

No entanto, devido a indisponibilidade da protease necessaria para a remocao
da SUMO, essa etapa néo foi realizada na producao da amostra em questéo. Portanto,
€ possivel que outros complexos além dos octameros estejam presentes na solucao
final.

Os resultados da purificacdo do complexo séo apresentados na Figura 33, na
qual os géis SDS-PAGE (itens B e C) mostram que ndo € possivel distinguir entre
SEPT2 e SEPT6, pois possuem massas moleculares semelhantes. A presenca das

guatro septinas foi confirmada por espectrometria de massas.
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Figura 33— Producao do complexo octamérico CISEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9 e sua heterogeneidade
(A) Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300. A barra azul
evidencia a fracédo coletada da eluicédo e utilizada no preparo de grades para Crio-ME. (B)
Andlise por gel SDS-PAGE da amostra eluida das duas purificagdes por afinidade, incluindo
a esquerda o padrdo de massas moleculares (em kDa). A presengca das bandas
correspondentes as quatro septinas estdo identificadas, onde SEPT2 e SEPT6 possuem
massas moleculares similares e ndo podem ser distinguidas. A fracdo Ni corresponde a
amostra eluida da coluna HisTrap e as fragdes seguintes correspondem a eluigfes da
coluna StrepTrap. (C) Gel SDS-PAGE da amostra eluida da exclusdo molecular que foi
posteriormente concentrada para o preparo de grades por vitrificacdo. (D) Micrografia
representativa da coleta por Crio-ME e trés classes representativas da analise de particulas
isoladas, evidenciando a presenca de trés estados oligoméricos diferentes: tetramero,
hexamero e octamero.

Fonte: Elaborada pela autora.
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As amostras foram preparadas para Crio-ME e foram coletados 7621 movies.
O processamento das imagens por analise de particulas isoladas revelou uma alta
heterogeneidade na amostra. Devido a ndo remoc¢édo da SUMO durante a purificacao,
tetrameros (compostos por SEPT7 e SEPT9) estao presentes na amostra final, como
pode ser observado no item D da Figura 33.

Adicionalmente, foi observada a presenca de hexameros na amostra, 0 que ndo
estava previsto de acordo com a estratégia de purificacdo adotada. Como a ultima
etapa de purificacao por afinidade é baseada na interacdo da cauda strep presente na
SEPTY9, o hexamero SEPT2-SEPT6-SEPT7 ndo deveria estar presente na amostra
final. Uma possivel explicacdo para a presenca de hexameros na amostra € que o
octamero ndo € estavel em solucdo, resultando na dissociacdo da SEPT9 do
complexo devido a uma interagdo mais fraca com SEPT7, como observado
anteriormente para as septinas do mesmo grupo em humanos.3?4%-42 Na literatura e
com base na experiéncia do préprio grupo de pesquisa da autora, a producédo de
octameros humanos também contém uma mistura de outros oligémeros.%°

Apds o processamento dos dados obtidos por Crio-ME, foram obtidos trés
mapas tridimensionais distintos para os trés estados oligoméricos presentes:
octamero, hexamero e tetramero (Figura 34). Observa-se que o mapa do octamero,
representado em azul na figura, possui a menor resolucéo (estimada em 10A). Isso
se deve a flexibilidade intrinseca do complexo e a baixa quantidade de octameros na
amostra, visto que apenas 16 mil particulas foram encontradas para a construcao
desse mapa. No caso do tetramero, apesar de possuir 0 mais particulas
(aproximadamente 120 mil), também n&o foi possivel obter alta resolucéo (estimada
em 7 A). Outros fatores podem ter limitado a obtencdo de mapas de alta resolucéo,
como o tamanho pequeno do complexo tetramérico, que pode ter resultado em baixo

contraste, ou a auséncia de diferentes orientagcdes no conjunto de particulas.
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Figura 34 — Mapas tridimensionais obtidos por Crio-ME. A heterogeneidade da amostra possibilitou a
visualizag&o dos trés estados oligoméricos presentes: octamero (em azul), hexamero (em
verde) e tetrdmero (em lilds). Apesar da resolucédo limitada, as interfaces G e NC podem
ser facilmente reconhecidas.

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.3 Ordem do tetramero CiSEPT7-SEPT9

Durante o processamento das imagens por analise de particulas isoladas,
varios ciclos de selecdo e extracdo de particulas, bem como classificacdo
bidimensional e tridimensional foram realizados para otimizar a qualidade das
particulas finais. Em um dos mapas tridimensionais obtidos em um desses ciclos de
processamento, foi possivel identificar a presenca da proteina SUMO que estava
fusionada a SEPT7 (Figura 35). A densidade extra correspondente a SUMO foi
observada em uma das extremidades do complexo tetramérico. Além disso, com a
visualizacéo das interfaces G e NC, foi possivel confirmar a ordem das subunidades
no tetramero, onde a SEPT7 esta posicionada na extremidade do complexo, formando
a seguinte sequéncia: SEPT7-SEPT9-SEPT9-SEPT7 (Figura 35).
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Figura 35 — Mapa tridimensional obtido por Crio-ME destacando a densidade extra que corresponde a
proteina SUMO fusionada a SEPT7, confirmando a ordem esperada para o tetramero
SEPT7-SEPT9-SEPT9-SEPT7 de Ciona intestinalis.

Fonte: Elaborada pela autora

A ordem confirmada do tetramero, unida a informacdo sobre a ordem do
hexamero de Ciona intestinalis, esta de acordo com a configuracdo esperada para um
octamero desse organismo, onde o tetrdmero é o nucleo central do complexo. Além
disso, este estudo conclui que as septinas de C. intestinalis sédo analogas as septinas
humanas e de leveduras. anto 0os hexameros quanto 0s octameros apresentam uma
interface NC em altas concentracfes salinas e posicionam as septinas do mesmo
grupo de maneira semelhante na estrutura dos complexos. Em resumo, a Figura 36
ilustra todos os resultados obtidos em relagdo a ordem dos complexos de septinas de

C. intestinalis e de septinas humanas obtidas neste trabalho.

Septinas de Ciona intestinalis Septinas Humanas

NC

NC

hexamero

tetramero

NC

NC octamero

Figura 36 — Esquema representativo da ordem dos complexos de septinas de C. intestinalis e septinas
humanas obtidos por contrastagcdo negativa e Crio-ME neste trabalho. Todos os
complexos expdem uma interface-NC na extremidade quando produzidos em alta
concentracao salina.

Fonte: Elaborada pela autora
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4.2.4 Modelo estrutural do hexamero CiSEPT2-SEPT6_SEPT7

No experimento anterior, 0 mapa do complexo hexamérico mostrou-se mais
promissor em termos de obter informagdes de alta resolu¢cdo. Mesmo em uma amostra
mais heterogénea, contendo aproximadamente 95 mil particulas, o mapa obtido
apresentou uma resolucéo de 4.1 A. Foram realizadas algumas tentativas de produzir
exclusivamente o hexamero. No entanto, devido ao baixo rendimento da purificacao,
néo foi possivel prosseguir com o experimento utilizando a técnica de Crio-ME (dados
nao mostrados).

A estratégia adotada foi a producao de uma nova amostra de octameros (Figura
37), que consequentemente geraria hexameros, com a aplicacdo da SUMO protease,
a fim de evitar a acumulacao excessiva de tetrameros (SEPT7-SEPT9). Ao remover a
proteina SUMO, apenas a cauda de histidina da SEPT2 interage com a resina de
niquel na primeira etapa de purificacdo por afinidade. A expectativa era que somente
hexameros e octameros estivessem presentes na amostra final.

No cromatograma da exclusdo molecular (Figura 37A), é possivel notar uma
alteracao no perfil de eluicdo em relagdo ao anterior (Figura 33A), em que 0 primeiro
pico elui mais cedo e apresenta uma maior absorbéancia, indicando uma maior
guantidade de complexos maiores. Apds a coleta e o processamento dos dados,
pode-se observar nas classes representativas mostradas no item C que ainda ha a
presenca de tetrameros. Entretanto, a quantidade foi significativamente reduzida,
enguanto houve um aumento na quantidade de hexameros, permitindo a obtencéo de

um mapa tridimensional de alta resolucéao.
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Figura 37 — Producé@o do complexo octamérico CiISEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT9 com SUMO protease
(A) Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 200 10/300. A barra azul
evidencia a fracdo coletada da eluicdo e utilizada no preparo de grades para Crio-ME.
(B) Andlise por gel SDS-PAGE da amostra eluida da exclusdo molecular, incluindo a
esquerda o padrdo de massas moleculares (em kDa). A presenca das bandas
correspondentes as quatro septinas estéo identificadas. (C) Classes representativas da
andlise de particulas isoladas, evidenciando ainda uma certa heterogeneidade com a
presenca de trés estados oligoméricos diferentes: tetramero, hexamero e octamero.

Fonte: Elaborada pela autora.

Os hexameros resultantes da dissociacdo dos octdmeros na amostra foram
selecionados através do processamento dos dados coletados. O resultado dessa nova
preparacao foi a obtencdo de um mapa do complexo hexamérico de Ciona intestinalis
SEPT2-SEPT6-SEPT7 com uma resolucdo de 3.26 A (Figura 38). Este mapa
apresenta uma qualidade e resolucdo superiores em comparacdo ao mapa
previamente obtido para o hexamero humano.
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Figura 38 — Andlise de resolucao local e modelo estrutural obtido com 0 mapa do hexadmero CiSEPT2-

SEPT6-SEPT7. (A) Fourier Shell Correlation (FSC) do mapa obtido, para andlise de
resolucéo global, indicando uma resolucéo de 3.3 A. (B) Resolucéo local representada na
escala de cores apresentada a direita da figura. O azul representa uma resolu¢do mais
alta enquanto que o vermelho representa uma menor resolucao. (C) Modelo estrutural (em
vermelho) obtido apds encaixe das estruturas obtidas por AlphaFold no mapa (em cinza),
correspondentes a cada septina do complexo, e refinamento.

Fonte: Elaborada pela autora

O modelo estrutural foi construido a partir de modelos estruturais preditos

utilizando o AlphaFold.”® A andlise dos parametros estruturais, como tamanho e

angulo de ligacbes, angulos de torsdes da cadeia principal e choques estéricos,

demonstraram gque esses valores estao dentro dos intervalos esperados. Além disso,

0 modelo apresenta um Molprobity score de 2.13, indicando uma boa qualidade

estrutural, e um EMRinger score de 2.46, 0 que sugere uma alta qualidade do mapa.
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Tabela 3 — Estatisticas e informacdes sobre a coleta de dados de Crio-ME do complexo hexamérico de
Ciona intestinalis SEPT6-SEPT7-SEPTY9, refinamento do modelo e validacéo.

Coleta de dados e processamento
Microscépio FEI Titan Krios
Magnificacdo 81,000x
Voltagem (kV) 300
Dose total (e/A?) 28.82
Variacdo de defoco (um) -1.5e-2.0
Modo de coleta de dados Counting Mode
Tamanho de pixel (A) 0.862
Simetria imposta C1l
Numero final de particulas 304,274
Resolucéo global (A) — 0.143 threshold 3.26A
Resolucéo local (A) — 0.143 threshold 3.0-5.0
Refinamento
Modelos iniciais (PDB code) Alphafold
Map CC (mascara) 0.75
Composicdo do modelo
Cadeias 12
N° de Atomos 12715
N° de Residuos 1563
Ligacbes (RMSD)
Comprimento (A) (# > 40) 0.004(0)
Angulos (°) (# > 40) 0.979(13)
Validacéo
EMRinger Score 2.46
MolProbity Score 2.19
Clash score 18.55
Ramachandran plot (%)

N&o aceitos 0.46

Aceitos 5.89

Favorecidos 93.65
Rotameros outliers (%) 1.00
CB outliers (%) 0.00
Plano do peptideo (%)
Cis prolina/geral 10.5/0.0
Twisted proline/general 0.0/0.0
CaBLAM outliers (%) 3.48
ADP (B-factors)
Iso/Aniso (#) 12715/0
Proteina (Min/max/mean) 17.09/160.66/77.54
Ocupéancia

Mean 1.00

occ =1 (%) 100.00

0<occ<l (W) 0.00

occ > 1 (%) 0.00

Fonte: Elaborada pela autora

Embora os parametros de validacao tenham apresentado valores semelhantes

ao mapa de potencial obtido para o complexo humano, uma diferenca observada foi
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a maior continuidade das informacdes de densidade no mapa tridimensional obtido
para Ciona intestinalis. Isso significa que as regides do mapa estdo mais conectadas
e coerentes, proporcionando uma representacdo mais clara e precisa da estrutura do

complexo hexamérico.
4.2.5 Comparacdo com modelo do hexamero humano

Ao analisar as estruturas dos complexos hexaméricos SEPT2-SEPT6-SEPT7
dos dois organismos, ndo se espera encontrar diferencas significativas, visto que as
trés septinas apresentam uma alta similaridade de sequéncia. Entretanto, é essencial
verificar se as interac6es moleculares necessarias para manter as interfaces -G e -NC
foram conservadas ao longo da evolucéao.

A fim de obter uma visualizac&o global da flexibilidade do complexo, realizou-
se a mesma andlise de variabilidade tridimensional que foi aplicada ao complexo
humano para as septinas de C. intestinalis. Entretanto, nenhum dos resultados revelou
0 mesmo tipo de movimento side-to-side bending, o que ndo implica necessariamente
que o complexo ndo possui a mesma flexibilidade. Uma possivel explicagdo para a
ndo deteccdo desse movimento € que a maioria das particulas utilizadas no modelo
final apresentavam conformacfes semelhantes.

Entretanto, ao comparar as estruturas dos dois organismos, observa-se uma
curvatura que afasta suas extremidades, conforme ilustrado na Figura 39. Para melhor
visualizar esse efeito, foi realizada uma sobreposi¢cdo de um dos trimeros de cada
modelo (correspondente a metade esquerda dos complexos na figura), de modo que
a maxima extensdo dessa diferenca fosse evidenciada na outra extremidade (lado
direito da figura). Como resultado, a medida da distancia entre as duas pontas néo

alinhadas resultou em um valor de 9 A.
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Figura 39 — Analise de flexibilidade do complexo CiISEPT2G-SEPT6-SEPT7 em comparacao com
hexamero humano. Os dois modelos foram sobrepostos utilizando-se apenas um trimero.
O complexo humano esta colorido em azul, enquanto o complexo de C. intestinalis esta
colorido em laranja. A extensdo do dobramento revela uma distancia de 9 A na
extremidade ndo sobreposta.

Fonte: Elaborada pela autora.

A observacdo dessa curvatura ndo apenas confirmou a flexibilidade do
complexo hexamérico de C. intestinalis, mas também evidenciou a presenca do
mesmo tipo de curvatura side-to-side descrito anteriormente para o complexo humano.
Conforme discutido previamente para o caso humano, essa curvatura pode estar
relacionada a maneira com que as septinas interagem com membranas, onde 0s
coiled-coils se alinham em sua superficie.

A obtencdo de um modelo estrutural das septinas desse organismo também foi
importante para confirmar algumas observagdes na interface-NC do complexo de
septinas humanas. Conforme mencionado anteriormente, existem evidéncias de uma
comunicacado entre interfaces adjacentes em septinas humanas, especificamente no
grupo da SEPT9, em que o tipo de nucleotideo ligado a interface-G pode influenciar a
abertura/fechamento da interface-NC vizinha. A possivel comunicacdo entre as
subunidades do complexo sugere que desmontar 0 hexamero em seus componentes
individuais (como tem sido feito por meio de cristalografia até o0 momento) pode nao
ser suficiente para compreender a estrutura como um todo. Portando é necessario
estudar o complexo completo para obter informaces mais abrangentes.

A fim de investigar possiveis diferencas nas interfaces entre subunidades ao
longo da particula, foram realizadas as seguintes sobreposicoes:

1) Dos dimeros SEPT2-SEPT6 humano (6UPA), SEPT2-SEPT11 humano
(6UPQ) e SEPT2-SEPT8 humano (6UPR) com as duas copias do dimero CiISEPT2-
CIiSEPT6 extraido do hexamero. Para tal, a subunidade da SEPT2 foi usada para a
sobreposicao em todos 0s casos e eventuais diferengas no posicionamento da outra
subunidade observada. Respeitando a resolucao limitada da estrutura do hexamero
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de Ciona, as observacfes foram basicamente limitadas a eventuais deslocamentos
de elementos de estrutura secundaria.

2) O dimero central de SEPT7-SEPT7 (6NOB) com o dimero central de
CiSEPT7-CiSEPT7 extraido do hexadmero de Ciona.

No primeiro caso, ndo foram observadas diferencas significativas no
posicionamento global das subunidades ao comparar as estruturas de Ciona
intestinalis e humana. Além disso, ndo foram identificadas diferencas significativas em
termos de deslocamentos de estruturas secundarias. Na literatura, ja foi sugerido que
a comunicacdo entre interfaces observada no caso da SEPT9 humana poderia
envolver a hélice-a2. Por esse motivo, foram realizadas investigacdes na regiao
correspondente, porém ndo foram observadas diferencas significativas.

No segundo caso, visando examinar o dimero central do hexamero, ao
sobrepor uma das duas subunidades, foi observado um deslocamento localizado da
hélice a2 da subunidade vizinha, que aparentemente também induz um deslocamento
da a6 (Figura 40). Essa observacéo sugere que a hélice a2 possui um maior grau de
variagdo conformacional em comparagdo com outros elementos de estrutura
secundaria, 0 que esta de acordo com a hipotese de seu possivel papel na
transmissao de informacdes entre as interfaces. Apesar da observacdo ndo ser uma
comprovacéao da hipotese, € coerente com ela.

No entanto, € importante ressaltar que a comparacdo entre estruturas
diferentes e de organismos diferentes pode revelar eventuais alteragcdes que podem
ser simplesmente consequéncias das diferencas nas sequéncias. Sabe-se que a
orientacao relativa de elementos de estrutura secundaria pode variar entre proteinas
homologas. Apesar disso, o fato de esse deslocamento ser especifico para as hélices
a2 e a6, enquanto outras regides das septinas se sobrepdem bem, sugere que esse
ndo € um mero deslocamento de corpo rigido causado pela movimentacdo que a

interface central pode provocar no complexo.
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SEPT7-SEPT7 de C. intestinalis
SEPT7-SEPT7 Humano

Figura 40 — Comparacao entre os dimeros de SEPT7-SEPT7 humano e de Ciona intestinalis. A
sobreposi¢do de um dos monémeros destaca um deslocamento de algumas estruturas
secundarias do mondémero vizinho. A diferenca observada entre as hélices a2 de cada
organismo pode estar relacionada com a liberdade conformacional que a mesma possuli,
indicando seu provavel papel no mecanismo de comunicacéo entre interfaces G e NC
dependente do nucleotideo ligado.

Fonte: Elaborada pela autora

Ao comparar a regido inferior da interface-NC entre CiISEPT6-SEPT7, mais
especificamente a hélice a0, nota-se pouca diferenca em relacdo a interface humana.
A analise da hélice a0 da CiSEPT7 revelou que as cadeias laterais dos residuos
basicos caracteristicos dessa regido apresentam uma dindmica de interagbes
equivalente ao que foi descrito para as septinas humanas (Figura 41). A Unica
diferenca é a e uma arginina (R47) presente na SEPT7 humana por uma glutamina
(Q35) na SEPT7 de Ciona intestinalis, que aponta em direcdo a interface-NC. No
entanto, a falta de um parceiro molecular de interacdo especifico para ambos o0s
residuos faz com que essa substituicdo ndo tenha consequéncias estruturalmente
significantes. Isso levanta questionamentos sobre a importancia desse aminoacido na
estabilizacdo da hélice a0 na interface-NC. Além disso, a conservacao sequencial e
estrutural dos outros residuos basicos confirma as analises de interacdo feitas

anteriormente para as septinas humanas.
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Figura 41 — Comparagao da hélice a0 de ambos organismos. (A) Regido inferior da interface-NC,
evidenciando a hélice a0 da CiSEPT7 (em laranja) e as cadeias laterais dos residuos
basicos presentes, em relacdo aos residuos correspondentes de SEPT7 humana. (B)
Comparacao sequencial da regido Hook-loop (destacado em violeta) e hélice a0 (que
inclui aregido PB1, em azul) entre os diferentes grupos de septinas, incluindo as septinas
de C. intestinalis, destacando os residuos basicos da regido PB1 em negrito.
Fonte: Elaborada pela autora.

Além da analise mencionada, destaca-se no alinhamento apresentado no item
B da Figura 41 a presenca de uma glutamina conservada (denominada GIn(a0)) em
todas as septinas humanas e de C. intestinalis. Ao examinar mais detalhadamente
esse residuo na CIiSEPT7 (GIn27), pode-se notar que ele também interage com a
cadeia principal de alguns residuos do cotovelo formado entre as hélices a5 e a6 da
subunidade vizinha (Figura 42A). O cotovelo entre a5 e a6 € uma regido conservada
em todas as estruturas de septinas conhecidas, com a excecéo de cdcll de levedura.
Essa regido faz parte do elemento Unico de septinas (SUE). A exposicdo da cadeia
principal entre a5 e a6 por conta do cotovelo parece ser fundamental para a
integridade da interface NC, devido a sua interagcdo especifica com a GiIn(a0). Essa
interacdo também explicaria a conservacao da sua estrutura.

Conforme mencionado previamente, a SEPT6 humana apresenta apenas um
dos residuos bésicos relevantes para as interagfes da hélice a0, o que também é
observado na CiSEPT6. A Figura 42B mostra que a glutamina correspondente (GIn38)

€ conservada também em termos estruturais, indicando que ela pode desempenhar
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um papel tdo importante quanto os residuos basicos da hélice a0 para a estabilizacéao

da interface.

(a)

CiSEPT7

a0

CiSEPT7}

a0
CiSEPT6

Figura 42 — Analise da GIn(a0) na SEPT6 e SEPT7 de C. intestinalis. (A) Hélice a0 da CiISEPT7 (em
amarelo) destacando a cadeia lateral da glutamina conservada em todas as septinas,
fazendo interacdes (em magenta) com o cotovelo formado entre as hélices a5 e a6 da
CiSEPT6 (em azul) (B) GIn(a0) destacada nas hélices a0 de CiSEPT6 (em azul) e
CiSEPT7 (em amarelo) evidenciando sua conservacgéo estrutural em relacdo ao cotovelo
da subunidade parceira de interacé@o na interface-NC.

Fonte: Elaborada pela autora.

Apesar de ser totalmente conservada entre as septinas humanas e de C.
intestinalis, a GIn(a0) ndo esta presente em duas septinas de levedura (Cdcl11 e Shsl)
gue ocupam a posicao terminal do complexo octamérico (assim como SEPT2). Uma

observacgéo interessante é que a estrutura da septina Cdcll (PDB:5AR1), a Unica
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estrutura de levedura publicada até o0 momento, ndo apresenta o cotovelo observado
em todas as outras estruturas de septinas.’t Nesse caso, a hélice a6 é continua em
relacdo a regido correspondente a a5, o que impede o contato das carbonilas que
deveriam interagir com a regido PB1 da hélice a0. No entanto, modelos gerados pelo
AlphaFold para essa mesma proteina apresentam a formacéo do cotovelo.’? Portanto,
uma investigacdo mais cuidadosa é necessaria para avaliar a influéncia da auséncia

desse residuo (GIn(a0)) na estrutura e na formacao das interfaces-NC.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As septinas sao proteinas do citoesqueleto importantes em diversos processos
celulares. Para desempenharem suas func¢des, as septinas formam filamentos e
estruturas mais complexas a partir de oligdbmeros de tamanhos variados, dependendo
da composicédo de septinas e do organismo em questdo. Problemas na montagem
desses filamentos podem desencadear disfuncdes celulares e estdo associadas a
algumas doengas em seres humanos. Portanto, o estudo dos complexos de septinas
é fundamental para compreender o mecanismo de montagem desses filamentos e
como eles podem ser afetados em condicdes patoldgicas.

Neste estudo, varios aspectos da polimerizacéo foram investigados, tanto para
septinas humanas quanto para septinas de Ciona intestinalis, um organismo do grupo
dos urocordados frequentemente utilizado como modelo evolutivo em pesquisas.
Aplicando a técnica de microscopia eletrbnica de transmisséo, foi possivel desvendar
a organizacdo dos complexos hexaméricos de ambos os organismos e observar
detalhes moleculares em alta resolu¢cdo do complexo como um todo, 0 que representa
uma contribuicdo inédita para a literatura cientifica.

O estudo da organizacédo do hexamero SEPT2-SEPT6-SEPT7 humano revelou
uma descoberta surpreendente: a ordem do complexo, anteriormente relatada como
7-6-2-2-6-7, anteriormente consagrada na literatura, estava equivocada. Os
resultados obtidos neste trabalho demonstraram que a ordem correta do hexamero é
2-6-7-7-6-2. Essa descoberta foi fundamental para compreender como 0s hexameros
e octameros humanos podem compor o mesmo filamento. Adicionalmente, as
interfaces expostas na ordem correta do hexamero estdo em concordancia com dados
observados dos complexos de septinas de levedura, que sdo amplamente estudados
na literatura. A ordem do hexadmero do organismo C. intestinalis também foi
investigada neste trabalho e mostrou-se correspondente ao complexo humano.

A utilizacdo da técnica de criomicroscopia eletronica permitiu obter estruturas
moleculares detalhadas dos hexameros de septinas tanto em humanos quanto em C.
intestinalis. As resolugbes alcancadas foram significativamente melhores em
comparacao com a unica estrutura cristalografica disponivel na literatura. A estrutura

do complexo humano apresentou uma resolucéo de 3,6 A, enquanto a do complexo
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de C. intestinalis obteve uma resolucéo de 3,3 A, em comparacéo aos 4 A da estrutura
cristalografica.

Essas novas estruturas revelaram importantes detalhes moleculares, incluindo
um dobramento especifico conhecido como side-to-side bending, que pode estar
relacionado a maneira com que as septinas interagem com membranas celulares.
Além disso, foi possivel desvendar detalhes importantes da interface-NC entre SEPT6
e SEPT7 de ambos os organismos. Essa interface, que era pouco explorada na
literatura devido as dificuldades em obter cristais desse dimero e a baixa resolucéo
da estrutura cristalografica anteriormente resolvida, pdde ser estudada em maior
profundidade gracas a alta resolucdo obtida pela criomicroscopia eletrénica.

A observacgao da cavidade na interface-NC e das importantes interacdes que
hélice a0 realiza com a subunidade vizinha proporcionou uma compreensao mais
profunda sobre como essa interface € capaz de acomodar mudancas conformacionais.
Em particular, as interac6es da hélice a0 com o cotovelo formado entre as hélices a5
e a6, mediadas pela regido polibasica e pela glutamina conservada (Glu(a0)), bem
como a fenilalanina da regido do Hook-loop (Phe(HL)), foram identificadas como
elementos-chave para a estabilidade da hélice a0 dentro da interface.

A obtencado de informacdes estruturais dos octameros de septinas tem sido
desafiadora devido a sua flexibilidade e instabilidade uma abordagem promissora é o
estudo dos tetrameros centrais, compostos por SEPT7 e SEPT9. Dessa forma, as
informacdes estruturais desses tetrdmeros, combinadas com as estruturas dos
hexameros, permitem obter a informacdo completa de um octamero.

De maneira geral, a utilizacdo da técnica de Crio-ME pela primeira vez no
estudo das septinas mostrou-se altamente eficiente e pode ser aplicada sempre que
for necessaria uma visualizacdo detalhada do complexo como um todo. Neste
documento, destaca-se a observacdo dos complexos de septinas de Varios
organismos que mostram a exposicao da interface-NC na extremidade dos complexos.
No entanto, contrariando essa tendéncia, foi sugerido na literatura que o tetramero do
organismo C. elegans expde uma interface-G. A utilizagéo da técnica de Crio-ME, que
ndo estava disponivel na época da realizagdo desse estudo, pode agora ser utilizada
para compreender a razdo por trds dessa diferenca no complexo em relacdo aos
demais organismos, ou verificar se 0 modelo descrito na literatura esta correto.

A técnica também pode ser empregada no estudo da influéncia de mutacdes

relacionadas a doencas na montagem do complexo, bem como em investigagbes
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sobre mudancas conformacionais decorrentes da troca de nucleotideos, interacdes
com moléculas parceiras e possiveis alteracbes causadas por modificacbes pos-
traducionais.

Recentemente, a técnica de criotomografia eletronica (Crio-ET) tem avancado
no campo da visualizacdo de complexos proteicos e na obtencdo de estruturas
tridimensionais diretamente no ambiente celular. Existem muitos estudos que visam
compreender, por exemplo, como os filamentos de septinas interagem entre si para a
formacao de estruturas mais complexas. A aplicacdo da técnica de Crio-ET poderia
ser uma solucao para desvendar os detalhes moleculares envolvidos nessa dinamica
de formacéo de estruturas como anéis e redes, que Sao cruciais para que as septinas
desempenhem seu papel em diversos processos celulares. Além disso, seria de
grande interesse investigar a interagao das septinas com as membranas celulares e
outros componentes do citoesqueleto, como actina e microtabulos. A Crio-ET
apresenta um potencial promissor para revelar os detalhes dessas interacfes em sua
configuragéo nativa, proporcionando uma compreensédo mais completa das fungdes

das septinas e sua relevancia biologica.



108



109

REFERENCIAS

1 HARTWELL, L. Genetic control of the cell division cycle in yeast IV. genes controlling
bud emergence and cytokinesis. Experimental Cell Research, v. 69, n. 2, p. 265—
276, 1971.

2 BYERS, B.; GOETSCH, L. A highly ordered ring of membrane-associated filaments
in budding yeast. Journal of Cell Biology, v. 69, n. 3, p. 717-721, 1976.

3 HAARER, B. K.; PRINGLE, J. R. Immunofluorescence localization of the
Saccharomyces cerevisiae CDC12 gene product to the vicinity of the 10-nm filaments
in the mother-bud neck. Molecular and Cellular Biology, v. 7, n. 10, p. 3678-3687,
1987.

4 KIM, H. B.;HAARER, B. K.; PRINGLE, J. R. Cellular morphogenesis in the
Saccharomyces cerevisiae cell cycle: Localization of the CDC11 gene product and the
timing of events at the budding site. Developmental Ganetics, v. 112, n. 4, p. 535-
544,1991.

5 GLADFELTER, A. S.;PRINGLE, J. R.; LEW, D. J. The septin cortex at the yeast
mother — bud neck. Current Opinion Microbiology, v. 4, n. 6, p. 681-689, 2001.

6 MOSTOWY, S.; COSSART, P. Septins: the fourth component of the cytoskeleton.
Nature Reviews Molecular Cell Biology, v. 13, n. 3, p. 183-194, 2012.

7 IVANOV, A. I. et al. Novel functions of the septin cytoskeleton: shaping up tissue
inflammation and fibrosis. American Journal of Pathology, v. 191, n. 1, p. 40-51,
2021.

8 CAUDRON, F.; BARRAL, Y. Septins and the lateral compartmentalization of
eukaryotic membranes. Developmental Cell, v. 16, n. 4, p. 493-506, 2009.

9 MCMURRAY, M. A.; THORNER, J. Septins: molecular partitioning and the
generation of cellular asymmetry. Cell Division, v. 4, p. 18, 2009. DOI: 10.1186/1747-
1028-4-18.

10 ANGELIS, D.; SPILIOTIS, E. T. Septin mutations in human cancers. Frontiers in
Cell Developmental Biology, v. 4, n. 122, p. 1-17, 2016.

11 DOLAT, L.; HU, Q.; SPILIOTIS, E. T. Septin functions in organ system physiology
and pathology. Biological Chemistry, v. 395, n. 2, p. 123-141, 2016.

12 MOSTOWY, S. et al. Entrapment of intracytosolic bacteria by septin cage-like
structures. Cell Host and Microbe, v. 8, n. 5, p. 433-444, 2010.

13 MOSTOWY, S. Multiple roles of the cytoskeleton in bacterial autophagy. PL0S
Pathogens, v. 10, n. 11, p. 1-7, 2014.

14 LEIPE, D. D. et al. Classification and evolution of P-loop GTPases and related



110

ATPases. Journal of Molecular Biology, v. 317, n. 1, p. 41-72, 2002. DOI:
10.1006/jmbi.2001.5378.

15 WEIRICH, C. S.; ERZBERGER, J. P.; BARRAL, Y. The septin family of GTPases:
architecture and dynamics. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 9, n. 6, p.
478-89, 2008.

16 CAVINI, I. A. et al. The structural biology of septins and their filaments : an update.
Frontiers in Cell and Developmental Biology, v. 9, p. 1-25, 2021.DOI:
10.3389/fcell.2021.765085

17 VALADARES, N. F. et al. Septin structure and filament assembly. Biophysical
Reviews, v. 9, p. 481-500, 2017. DOI: 10.1007/s12551-017-0320-4.

18 ZHANG, J. et al. Phosphatidylinositol polyphosphate binding to the mammalian
septin H5 is modulated by GTP. Current Biology, v. 9, n. 24, p. 1458-1467, 1999.

19 SIRAJUDDIN, M. et al. Structural insight into filament formation by mammalian
septins. Nature, v. 449, n. 7160, p. 311-317, 2007.

20 GRUPP, B.; GRONEMEYER, T. A biochemical view on the septins, a less known
component of the cytoskeleton. Biological Chemistry, 2022. DOI: 10.1515/hsz-2022-
0263.

21 SIRAJUDDIN, M. et al. GTP-induced conformational changes in septins.
Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 106, n. 39, p. 16592-16597,
2009.

22 CASTRO, D. K. S. V. et al. A complete compendium of crystal structures for the
human SEPT3 subgroup reveals functional plasticity at a specific septin interface.
IUCrJ, v. 7, Pte 3, p. 462—-479, 2020.

23 PAN, F.; MALMBERG, R. L.; MOMANY, M. Analysis of septins across kingdoms
reveals orthology and new motifs. BMC Evolutionary Biolology, v. 7, n. 103, p. 1-17,
2007.

24 BERTIN, A. et al. Saccharomyces cerevisiae septins : supramolecular organization
of heterooligomers and the mechanism of filament assembly. Proceedings of the
National Academy of Sciences, v. 105, n. 24, p. 8274-8279, 2008.

25 LEONARDO, D. A. et al. Orientational ambiguity in septin coiled coils and its
structural basis. Journal of Molecular Biology, v. 433, n. 9, p. 166889, 2021.

26 SIRAJUDDIN, M. Structural studies on mammalian septins — new insights into
filament formation. 2007. PhD Thesis (Doctor) - Universitat Dortmund, Dortmund,
2007).

27 CANNON, K. S. et al. An amphipathic helix enables septins to sense micrometer-
scale membrane curvature. Journal of Cell Biology, v. 218, n. 4, p. 1128-1137, 2019.



111

28 ZERAIK, A. E. et al. Biophysical dissection of schistosome septins: insights into
oligomerization and membrane binding. Biochimie, v. 131, p. 96-105, 2016.
DOI:10.1016/j.biochi.2016.09.014.

29 LI, H. et al. Zika virus protease cleavage of host protein septin-2 mediates mitotic
defects in neural progenitors. Neuron, v. 101, n. 6, p. 1089-1098.e4, 2019.

30 BROGNARA, G. Caracterizacao estrutural e biofisica da septina 7 humana e
de seus complexos com as septinas 3 e 9. 2019. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o Carlo, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
20109.

31 ZENT, E.; VETTER, I.; WITTINGHOFER, A. Structural and biochemical properties
of Sept7, a unique septin required for filament formation. Biological Chemistry, v.
392, n. 8-9, p. 791-797, 2011.

32 ROSA, H. V. D. et al. Molecular recognition at septin interfaces: the switches hold
the key. Journal of Molecular Biology, v. 432, n. 21, p. 5784-5801, 2020.

33 OMRANE, M. et al. Septin 9 has two polybasic domains critical to septin filament
assembly and golgi integrity. iScience, v. 13, p. 138-153, 2019. DOI:
10.1016/}.isci.2019.02.015.

34 PAN, F.; MALMBERG, R. L.; MOMANY, M. Analysis of septins across kingdoms
reveals orthology and new motifs. BMC Evolutionary Biology, v. 7, n. 103, p. 1-17,
2007.

35 MCILHATTON, M. A. et al. Genomic organization, complex splicing pattern and
expression of a human septin gene on chromosome 17g25.3. Oncogene, v. 20, n. 41,
p. 5930-9, 2001.

36 HALL, P. A. et al. Expression profiling the human septin gene family. Journal of
Pathology, v. 206, n. 3, p. 269-278, 2005.

37 CAOQ, L. et al. Phylogenetic and evolutionary analysis of the septin protein family in
metazoan. FEBS Letters, v. 581, n. 28, p. 5526-5532, 2007.

38 KINOSHITA, M. Assembly of mammalian septins. Journal of Biochemistry, v. 134,
n. 4, p. 491-496, 2003.

39 CABREJOS, D. A. L. Determinantes estruturais para a especificidade de
interacdo nas interfaces G e NC de septinas: validando as regras de substituicao
na montagem do filamento. 2020. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica
de S&o Carlos, Universidade de S&o Paulo, S&o carlos, 2020.

40 KIM, M. S. et al. SEPT9 occupies the terminal positions in septin octamers and
mediates polymerization-dependent functions in abscission. Journal of Cell Biology,
v. 195, n. 5, p. 815-826, 2011.

41 SELLIN, M. E. et al. Deciphering the rules governing assembly order of mammalian



112

septin complexes. Molecular Biology of the Cell, v. 22, n. 17, p. 3152-3164, 2011.

42 SELLIN, M. E.;STENMARK, S. & GULLBERG, M. Cell type-specific expression of
SEPT3-homology subgroup members controls the subunit number of heteromeric
septin complexes. Molecular Biology of the Cell, v. 25, n. 10, p. 1594-1607, 2014.

43 MENDONCA, D. C. Automontagem de filamentos de septinas estudada por
microscopia eletronica de transmissao. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
- Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2018.

44 MENDONCA, D. C. et al. A revised order of subunits in mammalian septin
complexes. Cytoskeleton, v.76, n. 9-10, p.457-466. 2019

45 FRAZIER, J. A. et al. Polymerization of purified yeast septins: evidence that
organized filament arrays may not be required for septin function. Journal of Cell
Biology, v. 143, n. 3, p. 737-749, 1998.

46 SZUBA, A. et al. Membrane binding controls ordered self- assembly of animal
septins. Elife, v. 10, n. e63349, p. 1-35, 2021.

47 JOHN, C. M. et al. The Caenorhabditis elegans septin complex is nonpolar. EMBO
Journal, v. 26, n. 14, p. 3296-3307, 2007.

48 PINTO, A. P. A. et al. Filaments and fingers: novel structural aspects of the single
septin from Chlamydomonas reinhardtii. Journal of Biological Chemistry, v. 292, n.
26, p. 10899-10911, 2017.

49 SZUBA, A. et al. Membrane binding controls ordered self-assembly of animal
septins. eLife, v. 10, p. 63349, 2021. DOI: 10.7554/eLife.63349

50 KHAN, A. et al. Control of septin filament flexibility and bundling by subunit
composition and nucleotide interactions. Molecular Biology of the Cell, v. 29, n. 6, p.
702-712, 2018.

51 GARCIA, G. I. et al. Subunit-dependent modulation of septin assembly: Budding
yeast septin Shs1 promotes ring and gauze formation. Journal of Cell Biology, v. 195,
n. 6, p. 993-1004, 2011.

52 JOBERTY, G. et al. Borg proteins control septin organization and are negatively
regulated by Cdc42. Nature Cell Biology, v. 3, n.10, p. 861-866, 2001.

53 SADIAN, Y. et al. The role of Cdc42 and Gicl in the regulation of septin filament
formation and dissociation. eLife, v. 2013, n. 2, p. 1-26, 2013.

54 BERTIN, A. et al. SI: phosphatidylinositol-4, 5- bis phosphate promotes budding
yeast septin filament assembly and organization. Journal of Molecula Biology, v. 404,
n. 4, p. 711-731, 2010.

55 GLAESER, R. M.; NOGALES, E.; CHIU, W. Single-particle Cryo-EM of biological
macromolecules. Bristol: IPP,2021.



113

56 FRANK, J. Three-dimensional electron microscopy of macromolecular
assemblies. Berlin: Elsevier, 2006.

57 MENDONCA, D. C. et al. A revised order of subunits in mammalian septin
complexes. Cytoskeleton, v. 76, n. 9-10, p. 457-466, 2019.

58 PENCZEK, P. A. Fundamentals of three-dimensional reconstruction from
projections. Methods in Enzymology, v. 482, n. C, p. 1-33, 2010.

59 SOROOR, F. et al. Revised subunit order of mammalian septin complexes explains
their in-vitro polymerization properties. Molecular Biology of the Cell, v. 32, n. 3, p.
289-300, 2021.

60 MENDONCGCA, D. C. et al. An atomic model for the human septin hexamer by cryo-
EM. Journal of Molecular Biology, v. 433, n. 15, p. 167096, 2021.

61 DUBACH, V. R. A.; GUSKOV, A. The resolution in x-ray crystallography and single-
particle cryogenic electron microscopy. Crystals, v. 10, n. 7, p. 1-13, 2020.

62 BARAD, B. A. et al. EMRinger: side chain-directed model and map validation for
3D cryo-electron microscopy. Nature Methods, v. 12, n. 10, p. 943-946, 2015.

63 DIMAIO, F.; CHIU, W. Tools for model building and optimization into near-atomic
resolution electron cryo-microscopy density maps. Methods in Enzymology, v. 579,
p. 255-276, 2016. DOI: 10.1016/bs.mie.2016.06.003.

64 MARQUES, M. A.; PURDY, M. D.; YEAGER, M. CryoEM maps are full of potential.
Current Opinion in Structural Biology, v. 58, n. 3, p. 214-223, 2019.

65 BEBER, A. et al. Membrane reshaping by micrometric curvature sensitive septin
filaments. Nature Communications, v. 10, n. 1, 2019. DOI: 10.1038/s41467-019-
08344-5.

66 BRIDGES, A. A. et al. Micron-scale plasma membrane curvature is recognized by
the septin cytoskeleton. Journal of Cell Biology, v. 213, n. 1, p. 23-32, 2016.

67 CHOTHIA, C.; LEVITT, M.; RICHARDSON, D. Helix to helix packing in proteins.
Journal of Molecular Biology, v. 145, n. 1, p. 215-250, 1981.

68 MORAIS, S. T. D. B. Septinas de Ciona intestinalis: estudos voltados a formacao
de heterocomplexos. 2019. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de Sao
Carlos, Universidade de Sao Paulo, S&do Carlos, 20109.

69 IV, F. et al. Insights into animal septins using recombinant human septin octamers
with distinct SEPT9 isoforms. Journal of Cell Science, v. 134, n. 15, 2021.

70. JUMPER, J. et al. Highly accurate protein structure prediction with AlphaFold.
Nature, v. 596, n. 7873, p. 583-589, 2021.

71. BRAUSEMANN, A. et al. Crystal structure of Cdcll, a septin subunit from
Saccharomyces cerevisiae. Journal of Structural Biology, v. 193, n. 3, p. 157-161,



114

2016.

72. DA SILVA, R. M. Caracterizagdo estrutural das septinas de levedura
(Saccharomyces cerevisiae) Cdc3, Cdcl0, Cdcll e Cdcl2. (Universidade de Séo
Paulo, 2022).



115

ANEXOS

Alinhamento do dominio G das septinas analisadas nesse trabalho (Humanas
e de Ciona intestinalis) segue abaixo. As septinas de C. intestinalis estéo

representadas em negrito.
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DRELK-ESAPFAVIGSNTVVEAKGQR-VRGRLYPWGI
EPEDEEHKEQTRCLKESIPFAVVGSTOMIEVKGKKVRGRLYPWGVVEV

SEPT7 239 DEEE-—-NKLVKKIK-DRLPLAVVGSNTIIEVNGKR-VRGRQYPWGV
SEPT7 214 DEEE-—-NRLNRKLK-SRVPFAVVGSNTVLEIGGRR-VRGRQYPWGV,

NGEHCDFTILRNMLIRTHMQDLKDVTNNVHYENYRSRKLAAVT 118
ENIDHCDFTVLRNMLVRTHMODLKDVTNNVHYENYRSKKLSSVT 3206

SEPT6 229----ES
SEPT8 .2----EA
SEPT10 244----DT
SEPT11 214----ET
SEPT14 23o----ET.
SEPT6 2q----ET

INGTMN-AHLPFAVIGSTHEL
INAVMN-AHLPFAVVGSTHREV
VNAAMN-GQLPFAVVGSMIEV
INATMS-VHLPFAVVGSTHREV]
ANSSVS-GLLPFAVVGSTREV|
VNASMN-THLPFAVVGSTHET

— IGNKMMRARQYPWGT
VGNKLVRARQYPWG
—VGNKMVKARQYPWG
— IGNKMAKARQYPWG
VGKRMVRGRHYPWG
~LGNKMVKARQYPWGT

HCDFVKLREMLIR DLREQTHTRHYELYRRCKLEEMG 307
HCDFVKLREMLIR DLREQTHSRHYELYRRCKLEEMG 309
VENENHCDFVEKLREMLICT) DLREQTHTRHYELYRRCKLEEMG 331
NENHCDFVKLREMLIR DLREQTHTRHYELYRRCKLEEMG 106
NENHCDFVKLRDMLLCT] LKEKTHTQHYECYRYQKLQKMG 317
ENENHCDFVKLREMLVR! DLREKTHTKHYELYRRSKLTEMG 314

SEPT3 243--EDLE|

VENLNHCEFALLRDFVIRTHLODLKEVTHNEHYETYRAKRLEDNG 333
SEPT9 462 ——EDSE] VENTTHCEBFAYLRDLLIRTHMONIKDITSS@HFEAYRVKRLEEGS s51
SEPT12 230 —-EDIN| VENMAHCEFPLLRDLLIRSHLODLKDITHNEHYENYRVIRLEESH 319
SEPT9 :03 DVDDETERQRNLKLK-ERLPFAIVGSSTTHQVGSKA-V VENDAHCEFNHLRNMIIRTNLODLKEVTAQVHYELYRHRRLETLK 293
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1 | INTRODUCTION

Septins belong to the family of P-loop GTPases (Weirich, Erzberger, &

Abstract

Septins are GTP binding proteins considered to be novel components of the cytoskel-
eton. They polymerize into filaments based on hexameric or octameric core particles
in which two copies of either three or four different septins, respectively, assemble
into a specific sequence. Viable combinations of the 13 human septins are believed
to obey substitution rules in which the different septins involved must come from
distinct subgroups. The hexameric assembly, for example, has been reported to be
SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-SEPTY. Here, we have replaced SEPT2 by
SEPTS5 according to the substitution rules and used transmission electron microscopy
to demonstrate that the resulting recombinant complex assembles into hexameric
particles which are inverted with respect that predicted previously. MBP-SEPT5 con-
structs and immunostaining show that SEPT5 occupies the terminal positions of the
hexamer. We further show that this is also true for the assembly including SEPT2, in
direct contradiction with that reported previously. Consequently, both complexes
expose an NC interface, as reported for yeast, which we show to be more susceptible
to high salt concentrations. The correct assembly for the canonical combination of
septins 2-6-7 is therefore established to be SEPT2-SEPT6-SEPT7-SEPT7-SEPTé-
SEPT2, implying the need for revision of the mechanisms involved in filament
assembly.

KEYWORDS
core particle complex, NC interface, septin, TEM

as scaffolds in the recruitment of binding partners; as diffusion bar-
riers in the compartmentalization of membrane proteins; in host-

microorganism interaction and even in mechanotransduction

Barral, 2008). They differ from most other members in their ability to
polymerize into filaments, a property which is the result of a charac-
teristic sequence known as the Septin Unique Element (Valadares,
Pereira, Araujo, & Garratt, 2017; Versele et al., 2004). Septins have
been classically described to participate in cytokinesis, but also play

roles in other important intracellular processes. These include acting

*Deborah C. Mendonga and Joci N. Macedo contributed equally to this work.

(Caudron & Barral, 2009; Gladfelter, Pringle, & Lew, 2001; Lam &
Calvo, 2018; Mostowy & Cossart, 2012).

Structurally, septins are divided into three principal domains: the
N-terminal (N), GTP-binding (G), and C-terminal (C) domains. The cen-
tral, G domain, is the most conserved and its ability to bind GTP is
important for the interaction between septins within filaments and is
fundamental to ensure structural integrity (Valadares et al., 2017;
Zent & Wittinghofer, 2014; Zeraik et al., 2014). Based on sequence

Cytoskeleton. 2019;76:457-466.
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Abstract

In order to form functional filaments, human septins must assemble into hetero-oligomeric rod-like parti-
cles which polymerize end-to-end. The rules governing the assembly of these particles and the subse-
quent filaments are incompletely understood. Although crystallographic approaches have been
successful in studying the separate components of the system, there has been difficulty in obtaining high
resolution structures of the full particle. Here we report a first cryo-EM structure for a hexameric rod com-
posed of human septins 2, 6 and 7 with a global resolution of ~3.6 A and a local resolution of between
~3.0 A and ~5.0 A. By fitting the previously determined high-resolution crystal structures of the component
subunits into the cryo-EM map, we are able to provide an essentially complete model for the particle. This
exposes SEPT2 NC-interfaces at the termini of the hexamer and leaves internal cavities between the
SEPT6-SEPTY? pairs. The floor of the cavity is formed by the two o helices including their polybasic
regions. These are locked into place between the two subunits by interactions made with the os and g
helices of the neighbouring monomer together with its polyacidic region. The cavity may serve to provide
space allowing the subunits to move with respect to one another. The elongated particle shows a ten-
dency to bend at its centre where two copies of SEPT7 form a homodimeric G-interface. Such bending
is almost certainly related to the ability of septin filaments to recognize and even induce membrane
curvature.

© 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Septins have been widely considered to be the
fourth component of the cytoskeleton.” Unlike
microtubules and F-actin, they form apolar fila-
ments whose interactions with other cellular compo-
nents and with the plasma membrane are
associated with their roles in cell division, exocyto-
sis and vesicle trafficking,” ® as well as in establish-
ing cell polarity and asymmetry.® Furthermore,

0022-2836/© 2021 Elsevier Ltd. All rights reserved.

more passive roles have also been attributed to
septins such as in microbial entrapment, barrier for-
mation and as molecular scaffolds.”'%"'® The fila-
ments which septins form appear to be unique
within the cytoskeleton since their lack of polarity
arises from the alternating orientation of their com-
ponent subunits and not from the anti-parallel
arrangement of pairs of dimers, as seen in interme-
diate filaments.

Journal of Molecular Biology (2021) 433, 167096





