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RESUMO

A sindrome de Down ¢ a causa mais freqiiente de retardo mental que afeta milhdes
de pessoas em todo o mundo e resulta de uma trissomia completa ou parcial do
cromossomo 21 (HC21). Casos raros de trissomia parcial permitiram identificar uma
pequena regido do HC21 comum a todos os portadores denominada de Regido Critica da
Sindrome de Down. Os genes DCRA e DSCR8 foram mapeados nesta regido e codificam
proteinas de fun¢do desconhecida. Com o objetivo de contribuir para a caracterizagdo
destas proteinas DSCR8 foi expresso em fusdo com seqiiéncia codificadora da tiorredoxina
na linhagem de Escherichia coli Rosetta (DE3) o que possibilitou a obtengdo de Trx-
DSCRS na frag@o solivel em quantidade suficiente para os ensaios iniciais de purificagdo
em cromatografia de afinidade Ni-NTA. O DCRA foi clonado em fase com seqiiéncias
codificadores da tiorredoxina ¢ GFP o que permitiu que a solugdo protéica fosse
parcialmente purificada e que ensaios de cristalizagdo e imunizacdo pudessem ser
realizados. A seqiiéncia de aminodcidos da proteina DCRA possui 57% e 49 % de
identidade respectivamente com proteinas de Anopheles gambiae e de Drosophila
melanogaster, ambas de funcdo desconhecida. Analises in silico da seqliéncia de
aminoacidos demonstram que DCRA possui um provavel dominio de Vps26. A
localizacdo subcelular da DCRA em fusdo com a GFP foi observada preferencialmente no
compartimento citoplasmatico em todas as linhagens celulares analisadas. Esses resultados
contribuem para melhor conhecimento da DCRA e da DSCRS e estimulam futuras analises
para o entendimento da funcdo celular destas proteinas, bem como suas implicagdes na

sindrome de Down.



ABSTRACT

Down syndrome is the most frequent cause of mental retardation affecting millions
of people worldwide and results from full or partial trisomy of chromosome 21 (HC21).
Rare cases of partial trisomy allowed the identification of a small region in HC21 common
to all carriers called Down Syndrome Critical Region. The genes DCRA and DSCRS,
mapped to this region, encode two proteins of unknown function. With the aim of
contributing to a better characterization of these proteins, DSCR8 was subcloned and
expressed in fusion with thiorredoxin in Escherichia coli Rosetta (DE3). Recombinant
Trx-DSCRS8, observed in the soluble fraction, was subjected to the initial purification
assays by affinity chromatography in a Ni-NTA column. The gene DCRA was cloned and
expressed in fusion with the proteins thiorredoxin and GFP allowing the partial purification
of the protein and the achievement of crystallization and immunological assays. The amino
acid sequence of DCRA showed 57% and 49% of identity to a protein of unknown
function from Anopheles gambiae and Drosophila melanogaster respectively. Also, in
silico analyses revealed that DCRA contains a putative Vps26 domain. Subcellular
localization of DCRA in fusion with GFP was observed preferentially in the cytoplasm of
the cell lines tested. These results contribute to a better characterization of DCRA and
DSCR8 and open up possibilities towards the understanding of the cellular role of these

proteins and their relationship with the Down syndrome.



Expressao heterdloga, purificacdo e caracterizacao das proteinas humanas
DCRA (Down Syndrome Critical Region Gene A) e DSCRS8 (Down
Syndrome Critical Region Gene 8)

1 Introducao

1.1 A Sindrome de Down

O primeiro relato cientifico da Sindrome de Down (SD) foi ha 137 anos (DOWN,
1866), quando o inglés, John Langdon Down, publicou na Inglaterra um ensaio que
descreve um grupo de criancas com fenotipos comuns, porém distintos de outras criangas
com retardo mental.

No seu relato Down atribuiu essa condigdo a tuberculose materna e se referia aos
portadores como “Mongoloides” por achar que as criangas se pareciam com as pessoas da
Mongoélia. Essa denominag@o etnicamente incorreta foi questionada e o termo foi mudado
para Down’s Syndrome. Pouco tempo depois a comissdo americana de revisdo de termos
cientificos sugeriu a mudanca para Down Syndrome (LESHIN, 2000).

Quase um século depois Waardenburg sugeriu que a sindrome era uma
conseqiiéncia de uma anormalidade cromossomica e em 1959 Lejeune e colaboradores
confirmaram a presenca da trissomia de um cromossomo do grupo G, originalmente
identificado como numero 21, em nove criangas portadoras dos fenotipos descritos por
Down (LEJEUNE et al., 1959).

Os trabalhos com microscopia de fluorescéncia, no entanto mostraram que na
verdade o cromossomo presente em triplicata ¢ o formalmente chamado de ntimero 22
(BURNS & BOTTINO, 1991). Como os cromossomos sdo numerados por ordem
decrescente de tamanho e tendo em vista a classificacao da trissomia do 21 ter se tornado
tdo difundida na literatura, houve concordancia em renumerar os dois membros do Grupo
G, com o 22 (menor dos autossomos) ficando antes do 21 (segundo menor dos
autossomos) (BURNS & BOTTINO 1991 op cit).

A SD ocorre em todos os grupos €tnicos € em ambos os sexos. Do ponto de vista
citolégico pode ser encontrado: o (1) trissdmico para o 21, com um complemento somatico
total de 47 cromossomos (aproximadamente 95% dos casos de Sindrome de Down
resultam de trissomia completa do 21, devido a ndo disjun¢do cromossomica de origem

materna (ANTONARAKIS, 1991)); (2) translocacdo em cerca de 5% dos portadores, no



qual o 21 extra estd total ou parcialmente ligado a outro cromossomo acrocéntrico,
usualmente nos grupos D (13-15), G (21-22) (CAPONE, 2001) ou mais freqiientemente no
cromossomo 14 ou 21 (THULINE & PUESCHEL, 1982; HOOK, 1982). Um cari6tipo de
uma translocacdo apresenta 46 cromossomos. Portanto, em ambos os tipos anteriores ha
um numero 21 extra, no primeiro caso ha um cromossomo a mais ¢ no segundo o 21 se
ligou a uma parte de outro cromossomo. A terceira possibilidade e a mais rara delas ocorre
quando a ndo disjun¢do se d4d no ovo fecundado, resultando em dois diferentes tipos de
células com 46 e 47 cromossomos no mesmo individuo. Essa condi¢do ¢ conhecida como
mosaicismo (MIKKELSEN, 1977) com a freqiiéncia de 2 a 4% dos casos.

O mosaicismo pode ocorrer quando o zigoto tem trés cromossomos 21 resultante de
uma trissomia e durante as divisdes celulares uma ou mais linhagens celulares perdem a
copia extra do cromossomo 21 ou quando o zigoto inicia as divisdes celulares com um par
de cromossomos 21 e durante o curso dessas divisdes ocorre a duplicacdo de um
cromossomo 21 (LESHIN, 2000).

A Sindrome de Down ¢ a desordem cromossdmica ndo letal mais comum e afeta 1
em cada 650 a 1.000 recém-nascidos (HOOK, 1982). Contudo, a incidéncia da Sindrome
depende da idade materna, periodo gestacional em que ¢ realizado o diagnostico, término
da gestacao e casos de perda no pré-natal (MORRIS, MUTTON & ALBERMAN, 2000).

ANTONARAKIS (1993) estudou mais de 400 familias procurando determinar a
associacdo entre a idade materna, origem de uma copia extra do cromossomo 21 e se essa
origem era de natureza meiodtica ou mitédtica. Os resultados demonstraram que o erro na
meiose que leva a trissomia ¢ na grande maioria (67-70%) de origem materna, ocorre
durante o desenvolvimento fetal da mae (meiose I) e esta associado com a idade da
progenitora acima de 31,2 anos; enquanto que em somente 25% dos casos surgem durante
a ovulagdo (meiose II) e raramente (5%) ocorrem durante a espermatogénese. Apesar de
um predominio de erros ocorrerem durante a meiose observou-se que em 5% dos
individuos a trissomia era devido a um evento ocorrido na mitose. Esses resultados
sugerem que a nao disjuncao ndo € uniforme em todos 0s cromossomos e gestagoes.

Ao contrario da clara associagdo entre a idade materna e o fator de risco para a SD,
a existéncia de um efeito positivo da idade paterna ainda ¢ controversa (FISCH et al.,
2003).

JYOTHY et al. (2001) estudaram a relacdo entre a idade dos progenitores e a
origem de uma copia extra do cromossomo 21 e concluiram que mulheres com 30,34 anos

apresentam uma taxa de erro na nao disjuncao dos cromossomos de 79,24% enquanto, que



homens com 31,04 anos apresentam 20,76%. Portanto, a incidéncia da SD esta
inequivocamente relacionada a idade materna. Apds os 40 anos a mulher tem maior
probabilidade de ter filhos com Down. Aos 30 anos o risco ¢ de 1 para 1.000, enquanto que
aos 40 anos é de 9 em 1.000 (PENROSE, 1933). PENROSE (1961) apud GUSMAO,
TAVARES & MOREIRA (2003) afirma que o aumento na taxa de trissomia do 21 em
maes com mais de 35 anos ¢ devido a no minimo 2 eventos, um dependente da idade
materna e o outro independente. O primeiro dependente da idade compreenderia o
processamento anormal de um bivalente vulnerdvel na meiose I. O segundo evento,
independente da idade materna, poderia estar associado a uma configuragdo vulneravel de
quiasmas e a mutacdo de genes que atuam no processo de disjun¢ao meiodtica. (HASSOLD
& SHERMAN, 2000, apud, GUSMAO, TAVARES & MOREIRA, 2003, op cit.).

Embora a maioria dos trabalhos associe maternidade tardia aos ricos da SD,
recentes estudos tém sugerido que polimorfismos em genes envolvidos com o metabolismo
do folato poderiam ser fatores de risco materno para a Sindrome de Down (CHARLOTE et
al., 2000). O folato ¢ importante para a sintese de novo do nucleotideo pirimidinico
(dTMP) e também para as reacdes normais de metilagdo, incluindo a metilacdo do DNA. A
associacgao entre a deficiéncia de folato e a hipometilagio do DNA sugere que deficiéncias
nutricionais e/ou genéticas que afetam o metabolismo do folato contribuiriam para o risco
da ndo-disjuncao e a Sindrome de Down (CHARLOTE et al., 2000 op cit.).

A SD ¢ a mais freqiiente forma de retardo mental causada por uma desordem
cromossomica. Poderia ser entendida como uma sindrome complexa de origem genética e
epigenética que apresenta conseqiiéncias neurobiologicas somada a varias manifestagoes
neuro desenvolvimentais tipicas (CAPONE, 2001).

As caracteristicas clinicas da SD s3o congénitas e incluem principalmente: retardo
mental (como ja mencionado), hipotonia (fraqueza) muscular, baixa estatura, anomalia
cardiaca, perfil achatado, orelhas pequenas com implantagdo baixa, olhos com fendas
palpebrais obliquas, lingua grande protusa e subsulcada, encurtamento dos quintos digitos,
aumento de distdncia entre o primeiro e o segundo artelho e prega unica nas palmas.
Anormalidades do sistema imune, do trato gastrointestinal, risco aumentado de leucemia e
em pacientes adultos, freqiientemente, alteragcdes atrdficas caracteristicas da doenga de
Alzheimer (EPSTEIN, 1986; TSUKARA et al., 1998).

Outras desordens também encontradas e que exigem monitoramento ou intervengao
sdo: perda auditiva em 90% dos portadores de SD (MAZZONI, et al., 1994; KATTAN et
al., 2000; SHOTT et al., 2001); desordem oftalmoldgica (80% das criangas com idades



entre 5 a 12 anos) e problemas ortodonticos (ROIZEN & PATTERSON 2003); menor
densidade 6ssea (SEPULVEDA et al., 1995); reducdo do metabolismo (ALLISON et al.,
1995) o que contribui para a maior incidéncia de obesidade e outros distirbios que ocorrem
na populacdo em geral, mas que sdo mais freqiientes nos portadores de SD tais como
artrite, Diabetes Mellitus (menos de 1%), apnéia obstrutiva do sono, vitiligo e dermatite
(ROIZEN & PATTERSON op. cit. 2003).

A trissomia exerce também um poderoso efeito sobre o quociente de inteligéncia
(QI). Ha uma significativa redu¢ao do QI nos primeiros anos de vida. No adulto o QI varia
entre 25 a 55 o que equivale a uma escala de retardo moderado a severo. Contudo, ha
individuos com muito pouco ou nenhum déficit de QI (NIZETIC, 2001).

Em relacdo a fertilidade pode-se dizer que a menarca e as caracteristicas do ciclo
menstrual sdo similares tanto para a paciente com SD como para qualquer outra
adolescente (GOLDSTEIN, 1998). Os homens, no entanto, apresentam capacidade
reprodutiva diminuida enquanto que as mulheres, embora seja raro, podem gerar criangas
normais ou afetadas (BOVICELLI et al., 1982).

Apesar dos inimeros problemas apresentados, da expectativa de vida para os
pacientes com SD ter aumentado nos ultimos tempos, dos aspectos clinicos dessa sindrome
ser conhecidos e suas conseqiiéncias no desenvolvimento humano também, ainda ndo se
sabe qual ¢ a razdo da ndo disjuncdo cromossdmica, quais mecanismos basicos estdo por
tras do efeito da idade materna (PERSEN & MIKKELSEN 2000), ou porqué a trissomia
do 21 ¢ mais compativel com a vida do que as outras trissomias descritas e o que determina
a natureza e a severidade dessa anomalia.

Segundo MAO et al. (2003) ha duas hipodteses principais para explicar como a
trissomia do cromossomo 21 resulta na SD. A primeira ¢ a hipotese da instabilidade no
desenvolvimento que diz que o desequilibrio global de genes do 21 ¢é responsavel pela
diversidade fenotipica observada na SD (SHAPIRO, 1997). A outra hipdtese sugere que a
presenca de um pequeno niimero de genes numa regiao critica do CH21 contribuiria para o
complexo fendtipo da SD (KORENBERG et al., 1990). Contudo até o presente momento
essas hipoteses ndo sdo necessariamente mutuamente exclusivas.

Assim, um dos grandes desafios ¢ integrar os conhecimentos moleculares sobre os
genes do cromossomo 21 com a complexa altera¢do fenotipica observada na Sindrome de

Down.



1.2 Mapeamento molecular do cromossomo 21

O cromossomo 21 (CH21) e seus genes ocupam lugar de destaque na genética
humana devido ao seu pequeno tamanho e envolvimento ndo somente com a Sindrome de
Down, mas também com outras doencas genéticas tais como doenca de Alzheimer,
desordens autoimunes, epilepsia, e susceptibilidade a desordem afetiva bipolar
(GUIMERA et al., 1997). Conseqiientemente tem sido alvo de intensos estudos, mas
somente quarenta e um anos apds a comprovacao de sua implicagdo com a SD, HATTORI
et al. (2000) publicaram na revista Nature a seqliéncia genomica completa do 21q. Essa
revelagdo foi o fruto de um consoércio entre Japao-Alemanha e colaboragdes de laboratorios
norte-americanos, franceses, ingleses e suicos.

E 0 menor cromossomo autossdmico humano, representa cerca de 1 a 1,5% do
genoma. O braco longo (21q) possui cerca de 33,5 Mb e apresenta grandes diferengas na
densidade génica, uma vez que a metade distal de q possui maior quantidade de genes do
que a metade proximal (HATTORI et al., 2000 op cit). E na regido distal 21q22 que se
acredita conter loci responsaveis pelos fenotipos clinicos da sindrome (SHAPIRO, 1999).

O brago curto (21p) consiste de uma regido organizadora de nucléolo que contém
multiplas copias de genes que codificam RNAs ribossomicos, seqiiéncias de DNA
altamente repetitivas (ANTONARAKIS, 1998) e pelo menos 1 gene que codifica uma
putativa tirosina fosfatase de fun¢do desconhecida (HATTORI et al., id. ibid 2000).
Além disso, os genes do 21p ndo sdo essenciais para o desenvolvimento normal, ja que
duplicagdes ou delegdes desta regido raramente resultam em manifestacdo clinica
detectavel (CAPONE, 2001).

No trabalho original Hattori descreve que o cromossomo 21 ¢ composto de 225
genes e 59 pseudogenes. Desses, 127 correspondem a genes conhecidos, 98 representam
putativos novos genes preditos in silico. Desses 98, 13 sdo similares a proteinas
conhecidas, 17 sdao ORFs anonimas caracterizando dominios modulares ¢ os 68 restantes
sdo unidades de transcri¢do desconhecidas sem similaridades com proteinas ja descritas.

A anotagdo inicial do CH21 foi apenas o ponto de partida, refinamentos posteriores
detectaram que muitos genes estavam incompletos, ndao tinham validagdo experimental ou
nao foram relatados (GARDINER et al., 2000; REYMOND et al., 2001). Uma atualizagao
dessa notagdo realizada em abril de 2003 estimou 329 genes dos quais 165 foram
confirmados experimentalmente, 150 foram baseados em bancos de EST (Expressed

Sequence Tag) e 14 foram preditos in silico (ROIZEN & PATTERSON 2003).



Uma analise mais refinada sobre a classificacdo funcional dos genes do 21
publicada alguns meses depois do término do seqiienciamento, por GARDINER &
DAVISSON (2000), revelou que 17 genes codificam reguladores de transcri¢do, 8
codificam quinases e¢ 4 s3o moléculas de ubiquitinagdo. Entre os genes do 21,
aproximadamente 35% sdo homologos a Drosophila, 35% a C. elegans e 18% a
Sacharomyces cerevisiae.

Outra impressionante observagdo citada por ROIZEN & PATTERSON (2003 op
cit.) ¢ que alguns dos genes do 21 formam conjuntos de genes envolvidos com a mesma
via metabdlica ou sistema biologico, por ex. pelo menos 16 genes ou genes preditos
participam do metabolismo energético € no minimo 9 genes participariam do
desenvolvimento do sistema nervoso.

Portanto, ndo ha duvidas que o seqlienciamento do CH21 tera implicacdes para as
pesquisas sobre SD, uma vez que muito pouco ¢ conhecido sobre a patofisiologia

molecular da Sindrome de Down.

1.2.1 Delineamento molecular da regiao critica (DSCR)

Desde 1970 numerosas tentativas foram realizadas visando determinar se regides
especificas do cromossomo 21, que quando em triplicata, sdo responsaveis pelo fendtipo da

SD (SHAPIRO, op. cit. 1997).

Embora a maioria dos casos de SD seja causada por trés copias do CH21 ha um
nimero raro de pacientes clinicamente caracterizados que apresentam somente trissomia
parcial do 21, trissomia parcial sem os fendtipos da SD ou fenotipos da SD sem qualquer
anormalidade cromossomica aparente (ANTONARAKIS, 1998).

Essa diversidade fenotipica parecia indicar a presenga de uma regiao especifica que
provavelmente conteria os genes responsaveis pela anomalia. Esses relatos sobre a
trissomia parcial e as propostas de NIEBUH, 1974 apud KORENBERG et al. (1994) de
que a banda 22 seria “patogé€nica” para a SD colaboraram para a constru¢do de um mapa
fenotipico para a referida sindrome.

Andlises moleculares posteriores realizadas por RAHMANI et al. (1989) sugeriram

que uma pequena regido da banda q22 préxima ao marcador D21S55 era critica para a



expressao fenotipica da SD. Essa regido cromossomica tem sido denominada de Regido
Critica da Sindrome de Down (DSCR).

DELABAR et al. (1993) realizaram o mapeamento molecular de vinte e quatro
caracteristicas da SD e concluiram que 13 das 24 caracteristicas principais estavam
presentes em uma regiao de 4 Mb ao redor do marcador D21S55 entre DS21S17 e EST2.

SINET et al. (1994), estudando as correlagdes fenotipo-gendtipo definiram as
regides minimas que estdo ligadas a expressdo de vinte e trés caracteristicas clinicas dessa
sindrome, do seguinte modo: a regido D21S55 ou regido 1 da Sindrome de Down (DCR1)
que corresponde a 1/20 do brago longo acima da regido 21q22.2-21q22.3 proximal esta
relacionada com quatro caracteristicas da doenca: retardo mental, crescimento retardado,
hipotonia muscular e hiperlaxia de jun¢des, e oito das dezoito anormalidades morfoldgicas
mais comuns na face, maos e pés. A sobreposi¢do da DCRI, a regido D21S55-MXI1 ou
DCR2 (1/10 do brago longo), que compreende a sub-banda 21q21.2 até " da parte
proximal da regido 21q22.3, esta envolvida com as anormalidades contempladas na DCR1
somado aos defeitos cardiacos congénitos, e mais cinco anormalidades morfologicas

adicionais (Figura 1).

Figura 1. Mapeamento molecular das quatro regides mais importantes para o
fenotipo da Sindrome de Down. (Fonte: SINET et al., 1994).



LUCENTE et al. (1995) redefiniram o limite da area critica de 4 Mb para 2,5 Mb
entre os marcadores D21S17 e ERG (em 21q22). Posteriormente esse intervalo foi
restringido para uma regido de 1,6 Mb entre o sitio de Not I, LA68 (D21S396 distal a
D21S17) e ERG por OHIRA et al. (1996) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema da representacdo da localizagdo da DSCR no cromossomo 21 humano,
sugerida por Delabar (ao redor do marcador D21S55 entre DS21S17 e EST2), Lucent
(D21S17 e ERG (em 21g22)) e Ohira (sitio de Not I, LA68 (D21S396 distal a D21S17) e
ERG) (Fonte: OHIRA et al. 1996).

Portanto, analises de genes contidos na DSCR trariam importantes contribuigdes
para o entendimento da SD. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade de nenhum
segmento fora da DSCR conter genes relevantes para a etiologia dessa sindrome

(KORENBERG, et al., 1994; NIZETIC, 2001). Para ANTONARAKIS (2001) o conceito



da regido critica deve ser reavaliado através de estudos com um maior nimero de pacientes
com trissomia parcial, pela andlise sistematica dos fenotipos e pelo diagnostico das regides
gendmicas em triplicata por meio de abordagens atuais.

Além disso, a hipotese do efeito de dose génica (gene dosage effects) tem sido
desafiada (GREBE-PLATZER et al.,, 1999) e a desregulacdo da expressiao de genes
localizados em outros cromossomos tem sido sugerida (BIRCHLER et al., 2001), a qual
poderia ser secundéria ao desequilibrio cromossdémico ou uma conseqiiéncia direta da
sindrome (ENGIDAWORK & LUBEC, 2001). Para CHRAST et al. (2000) os varios
fenotipos da Sindrome de Down poderiam ser diretamente originados da superexpressao
dos genes do cromossomo 21 ou indiretamente da intera¢ao do produto destes genes com o
genoma, transcriptoma e proteoma.

Assim a identificagdo de genes do CH21 e a caracterizagdo de suas fungdes sdo
particularmente importantes para o entendimento da SD. Por esta razio os genes
localizados na regido critica e superexpressos em tecidos especificamente afetados sao de
especial interesse.

Um desses genes ¢ o DSCRI1 clonado por FUENTES et al. (1995). Esse gene
localizado em 21q22.1-q22-2 ¢ altamente expresso no cérebro, coragdo e musculo
esquelético. Compreende 7 éxons, dos quais 4 (éxons 1-4) sdo alternativos. A proteina
MCIP1 codificada por DSCRI1 pertence a uma familia de trés membros de proteinas
conservadas evolutivamente: DSCR1, ZAKI-4 e DSCRIL2 e interage fisica e
funcionalmente com calcineurina A (FUENTES et al., 2000). A interagdo entre MCIP1 ¢
calcineurina modularia vias dependentes de calcineurina que controlariam o crescimento e
programas seletivos de expressdo génica em musculo estriado (ROTHERMEL et al.,
2000). Além disso, a localizagdo celular e atividade da MCIP1 sdo provavelmente
reguladas por quinases e/ ou fosfatases (PFISTER, et al., 2002). Vega et al. (2002)
sugerem que MCIP1 pode ser fosforilada por MAPK e que quando fosforilada torna-se
substrato para calcineurina (uma fosfatase com funcdo critica em muitos processos
fisiologicos tais como ativagdo de células T, apoptose, hipertrofia cardiaca) competindo
com outros substratos tais como fator nuclear de ativacao das células T (NFAT).

Outros genes isolados e clonados na regido critica sdao: DCRB ou DSCR4
(NAKAMURA, A., HATTORI, M., SAKAKI, Y. 1997 a); DCRR1 (EKI et al., 1997),
TPRD (TSUKAHARA, F. et al., 1998); WUB (EGEO, A. et al., 1998); DSCR5 e DSCR6
(SHIBUYA et al., 2000); DSCR2 também denominado c21LRP esta localizado na regido

critica dois entre os marcadores D21S55-MX1 e provavelmente relacionado com



proliferagao celular (VIDAL-TABOADA et al., 2000); DSCR9 e DSCR10 identificados
por predi¢gdo computacional seguida por clonagem do cDNA. Sao preferencialmente
expressos em testiculos, codificam respectivamente proteinas com 149 e 87 aminoacidos

de fun¢do desconhecida e provavelmente sdo genes primata-especificos (TAKAMATSU et

al., 2002).

1.3 Genes DCRA e DSCRS8

O gene designado por DCRA (Down Syndrome Critical Region Gene A) ou
DSCR3 (Down Syndrome Critical Region Gene 3), foi clonado da regido 21q22.2 por
NAKAMURA A., HATTORI, M., SAKAKI, Y. (1997 b), possui o tamanho 3.252 pb e
consiste de 8 éxons. Seu cDNA codifica uma fase aberta de leitura de 297 residuos de
aminoacidos.

Andlises via Northen blot detectaram um transcrito de DCRA de aproximadamente
3.3 kb em cérebro fetal e adulto, coracao, pulmao, figado, rins, placenta e um transcrito de
4 kb no musculo esquelético. Fato semelhante também ocorreu no dcra de camundongo
(esse gene possui 92% de identidade com o DCRA humano) no qual transcritos de 2,2 Kb
e 1,4 kb foram detectados em tecidos embrionarios (de 7 a 17 dias) e adultos de cérebro,
coracdo, musculo esquelético quando foi utilizada uma sonda humana. Estes diferentes
transcritos poderiam ser resultantes de um processamento alternativo ou de diferentes
inicios de transcrigado (NAKAMURA, A., HATTORI, M., SAKAKI, Y.id. ibid.).

Segundo NAKAMURA, A., HATTORI, M., SAKAKI, Y (op. cit.) DCRA exibe
identidade com o gene HB58 de camundongo. O gene HPB58 codifica um mRNA de 2,7 kb
expresso durante o desenvolvimento embriondrio, fetal e em muitos tecidos somaticos
adultos. Além disso, ¢ fortemente conservado entre as aves e os mamiferos (>96% de
identidade) (LEE, et al., 1992). O fato do gene HP58 estar relacionado com o
desenvolvimento embrionario refor¢a a hipdtese de que o DCRA poderia estar envolvido
com o desenvolvimento humano.

O DSCRS8 (Down Syndrome Critical Region Gene 8) também ¢ conhecido como
MTAG2, C2lorf65 ou 21 38480505. Foi formalmente designado DCR1-24.0 por
Dahamane et al. (1998) e anotado logo apds a catalogagao do cromossomo 21 (TOYODA



et al., 2002). E composto por 4 éxons, codifica uma ORF de 276 pb e codifica uma
proteina de 91 aminoécidos de fun¢do desconhecida.

Dois anos apds a publicagdo da anotacdo do CH21, TOYODA el al. (op. cit.)
usaram a auséncia de conservacao e o baixo nivel de expressao para justificar a eliminacao
do DSCRS da lista de genes do cromossomo 21 previamente descritos como codificadores
de proteina (GARDINER et al., 2003).

REYMOND et al. (2002) refinaram a anotagdo do CH21 utilizando abordagens
experimentais e algoritmos multiplos e encontraram seqiiéncias similares a DSCR8 em
regido sintenica de camundongo. Além disso, identificaram este transcrito através da
construg¢do de mapa de transcricao do cromossomo 21q22.2 e detectaram a expressao deste
gene em testiculo, cérebro adulto e fetal, Utero, placenta, glandula salivar, musculo,
traquéia, rim figado e glandula adrenal.

Dando suporte contrario a afirmativa de TOYODA est4 ainda o fato do transcrito
DSCRS apresentar 100% de identidade com MMA-1a (malignant melanoma-associated 1)
um EST (expressed sequence tag) presente em linhagens celulares de melanoma humano.
A expressao do MMA-1a foi detectada exclusivamente em testiculo apds 30 ciclos de
PCR, mas exibiu uma significativa expressdo em melanoma primario (20%) e melanoma
metastatico (30%) apds somente um ciclo da PCR além de ser detectado em outras
linhagens de células tumorais e sarcomas (de WIT, et al., 2002).

Portanto, embora a fungdo real da DCRA permaneca desconhecida e a existéncia da
proteina DSCR8 ainda seja questionada, acredita-se que a superexpressao destes genes
cause certas mudangas fisiologicas que poderiam estar envolvidas com a SD. Portanto, a
identificacdo e a caracterizacdo funcional dos genes mapeados na regido critica do
cromossomo 21 s3o fundamentais para o entendimento da patogénese da SD e das
anormalidades que caracterizam o fenotipo clinico. Com base nesse contexto a motivagao
deste trabalho ¢ contribuir para o entendimento da fungao bioldgica do produto protéico do
DCRA e do DSCRS visando auxiliar no entendimento da fun¢do desses genes bem como

suas implica¢des na Sindrome de Down.



2 Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral a expressao heterdloga, purificagdo e
caracterizagao das proteinas humanas DCRA e DSCRS.

Para tanto os seguintes objetivos especificos foram desenvolvidos:

1- Clonagem do gene DCRA a partir de biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano.

2- Subclonagem em vetores de expressdo e a determinacdo da melhor construgdo para a
expressao da DCRA e da DSCRS8 em sistema procarioto.

3- Purificagdo das proteinas recombinantes através da cromatografia de afinidade.

4- Andlise da seqiiéncia de aminoacidos in silico usando ExPASy site para similaridade,
modificacdo pds-traducionais, topologia, estrutura primaria e secundaria.

5- Produgao de anticorpos policlonais contra a DCRA humana em camundongos.

6- Localizagao subcelular das proteinas DCRA e DSCR8 em células de mamifero.



3 Material e Métodos

3.1 Obtencao da ORF DCRA a partir de biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano

A ORF DCRA foi amplificada a partir de uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano (Life Technologies Gibco-BRL) clonada no vetor SuperScript em E. coli DH12S,
preservada a -70°C em meio Terrific (SAMBROOK & RUSSEL, 2001) contendo
100mg/mL de ampicilina e glicerol a 15%. Essas bactérias foram cultivadas em meio
liquido seletivo a 30°C com agitacdo constante durante 15 horas. Decorrido esse tempo,
1uL dessa suspensdo saturada de cultura de E. coli foi diluida em 10uL de dgua Milli-Q
autoclavada e aquecida a 100°C durante 10 minutos.

A aliquota da suspensao fervida foi centrifugada rapidamente e o sobrenandante
sem dilui¢do ou diluido (1:1; 1:5 e 1:10) foram utilizados como molde na reagdao de
amplificagao.

Os oligononucleotideos utilizados na reagdo foram desenhados a partir da seqiiéncia
de cDNA do gene DCRA (GenBank D87343) possibilitando a insercdo um sitio de
clivagem para a enzima de restricdo Nde I, na extremidade 5" e um sitio para a
endonuclease Bam HI na extremidade 3’ do gene visando facilitar subclonagens

posteriores.

DCRA sense: 5’ tc gaa ggt cgt cat atg ggg acc gcc ctg gac at 3°

ancoragem /Ndel
DCRA reverse: 5° cgg gat cct ata tcc tge aga get tca g 3°
BamHI

A reacio em cadeia da polimerase foi realizada num termociclador (PTC-100™ -
MJ Research). Utilizou-se Deep Vent polimerase (BioLabs), para evitar erros de
amplificacdo. As condigdes utilizadas para as reagdes de amplificagio seguem as
recomendadas pelo fornecedor da enzima e adaptada para as temperaturas de anelamento
dos oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo. O programa utilizado foi ciclo inicial
de desnaturagio a 94°C, por 2 minutos; 30 ciclos de (1 minuto a 94°C, 1 minuto a 50°C, 2
minutos a 72°C) e 1 ciclo final de extensdo de 72°C por 2 minutos, seguido do

abaixamento da temperatura para 4°C por 7 minutos.



O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 1%, em tampao TAE [1X] e
visualizado pela colora¢do com brometo de etideo para confirmacdo da amplificagdo.
O produto de PCR foi purificado em coluna S 400 Micro Spin "™ (Amersham

Biosciences) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2 Clonagem da ORF DCRA no vetor de propagacio

3.2.1 Construcio do vetor pBluescript II KS™-DCRA

O pBSIIKS" (Stratagene) ¢ um vetor de 2961 pb derivado do pUC19. Possui o sitio
de multipla clonagem flanqueado pelos promotores T3 e T7 e a por¢do do gene LacZ que
possibilita a a-complementacao para sele¢do de colonias azuis e brancas.

O pBSIIKS" foi obtido pelo método da lise alcalina das células bacterianas
utilizando-se o Kit CONCERT (GIBCO BRL). Aproximadamente 3ug do DNA plasmidial
foram clivados com Eco RV.

Ap6s 3 horas de clivagem a 37°C o DNA plasmidial foi separado em gel de agarose
1% e purificado utilizando o Kit Concert™ Rapid Gel Extraction System (GIBCO BRL). O
DNA recuperado foi quantificado e utilizado na mistura de ligacao.

A mistura de ligagdo vetor-inserto foi feita na razdo equimolar de 3:1, utilizando-se
aproximadamente 90ng/uL do inserto DCRA e100 ng/uL do vetor pBSIIKS".

A mistura de ligagdo foi utilizada para transformar as células de E. coli DHSa
quimicamente competente por tratamento com cloreto de calcio (AUSUBEL et al., 1994).

Os recombinantes (colonias brancas) foram analisados através da clivagem com as
enzimas de restricdo Nde 1 e Bam HI. A juncdo (inserto:vetor) e a integridade do gene

foram confirmadas pelo seqiienciamento.



3.3 Subclonagem das ORFs DCRA e DSCRS nos vetores de expressao para E. coli

3.3.1 Construcio do pET 28a-DCRA

O vetor pET 28a (Novagen) ¢ capaz de produzir uma proteina de fusdo com His-
tag, no N e no C-terminal e codificar uma seqiiéncia de reconhecimento para a protease
trombina.

O aminodcido histidina ndo ¢ um residuo comum na seqiiéncia da proteina uma vez
que sua freqiiéncia ¢ de somente 2,1% em proteinas globulares (KLAPPER, 1977). Assim
ha uma alta probabilidade de que a proteina superexpressa contendo residuos adicionais de
histidina no C ou no N-terminal possa ser preferencialmente separada das demais
principalmente porque o grupo imidazoélico do aminoacido histidina liga-se a Ni
imobilizado no grupo NTA (secdo 3.8.2).

O inserto DCRA presente no vetor pBSIIKS" foi clivado com as enzimas Nde I e
Bam HI e ligado ao vetor pET 28a linearizado com as mesmas enzimas.

Todos os passos de linearizagdo dos vetores pBSIIKS™ e pET28a, isolamento e
recuperagdo do inserto e do vetor do gel de agarose, preparacdo da mistura de ligacdo e
transformagdo foram realizados de modo semelhante ao descrito em 3.1 ¢ 3.2.1.

O clone recombinante pET28aDCRA foi confirmado por analise de restrigao e apo6s
sua verificagdo 100ng desse DNA plasmidial foram utilizados para transformagao de E.
coli BL21 (DE3).

A analise da inducgdo da expressdo da proteina nas células de E. coli BL21(DE3) e
Epicurian coli BL21(DE3)-Codon Plus™ (Stratagene) com concentra¢des de 0,4 a lmM
de IPTG foi feita em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI,1970).

3.3.1.2 Construcao do pET 28a-DSCRS8

O inserto DSCRS clonado no vetor pGEM-T (gentilmente cedido pela Prof. Dra.
Anamaria A. Camargo (Instituto Ludwig-SP)) foi clivado com as enzimas Nde I e Eco Rl e

ligado ao vetor pET 28a linearizado com as mesmas enzimas.



Todos os passos de linearizagdo dos vetores pGEM-T e pET28a, isolamento e
recuperagdo de inserto e do vetor do gel de agarose, preparacdo da mistura de ligagdo e
transformagdo foram realizados de modo semelhante ao descrito em 3.1.

Os recombinantes pET28aDSCR8 foram confirmados por andlise de restri¢do e
apos sua verificagdo 100ng desse DNA plasmidial foram utilizados para transformagao das
células de E. coli BL21 (DE3) e de Rosettta (DE3).

A andlise da inducdo da expressdao da proteina com concentragdes de 0,4 a 1mM a

de IPTG a 37°C, 30°C e 25°C foi feita em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970).

3.3.2 Construcio do vetor pET32a-DCRA

O vetor pET 32a (Novagen) permite a expressdo da proteina alvo em fusdo com o
C-terminal de uma seqiiéncia codificadora de 109 aminoacidos da proteina tiorredoxina
(Trx.Tag™) em fase com His-fag, sitio para trombina, S-tag, sitio para enteroquinase e
uma His-fag opcional no C-terminal, o que facilita a purificagdo em cromatografia de
afinidade.

O pET32a foi utilizado para a clonagem da DCRA em quatro situagdes, sendo que
a primeira foi para a clonagem da DCRA em fusdo com a seqiiéncia codificadora do C-
terminal da Trx; a segunda para a fusdo Trx-DCRA sem o N-terminal; a terceira para a
fusdo Trx-N-terminal da DCRA e a ultima para a fusdo Trx-DCRA-GFP.

Para a primeira constru¢do o vetor pET32a foi clivado inicialmente com Nco I,
tratado com a nuclease Mung Bean de acordo com as especificagdes de SAMBROOK &
RUSSEL (2001) e depois digerido com Bam HI.

O gene DCRA foi retirado do vetor pET28a através da linearizagdo deste com as
enzimas Nde 1 (Fermentas), preenchimento com dNTPs pela atividade da Klenow
polimerase (Amersham Biosciences) de acordo com as especificagdes do fabricante, e Bam
HI (GIBCO BRL).

O inserto e o vetor ap6s a digestdo foram purificados de um gel de agarose 1%
utilizando-se o Kit Nucleo Spin (Macherey-Nagel).

Em seguida, plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A mistura de
ligacao foi utilizada para transformar E. coli DH5a calcio competente.

Para a segunda constru¢do o gene DCRA foi retirado do vetor pET28a com as

enzimas Nco I e Bam HI e subclonado no vetor pET32a clivado com as mesmas enzimas.



Essa construcao (denominada Tiorredoxina-DCRANco/Bam) permitiu a retirada de 126 pb
iniciais do gene DCRA, devido a presenca de um sitio de Nco I no gene, mas preservou a
fase de leitura.

Para verificar a contribuicdo dessa fragdo de 126 pb na expressdo génica, o
fragmento contendo os primeiros 180 pb do DCRA foi clonado em fase com uma
seqliéncia que codifica o C-terminal da tiorredoxina (terceira construcao). Assim a regiao
codante foi amplificada com o primer sense que anela no coédon ATG iniciador e o reverso
que flanqueia o final do gene. A seguir o amplificado foi clivado com Hind 11l (0 DCRA
possui um sitio reconhecido pela Hind 111 na 179 pb), resultando em um fragmento de 180
pb respectivamente com a extremidade 5° cega e a 3" coesiva, purificado e ligado ao vetor
pET 32a linearizado com as enzimas Eco RV e Hind I11.

Finalmente o DCRA foi clonado em fase com seqiiéncias que codificam
respectivamente o C-terminal da tiorredoxina e o N-terminal da GFP. Essa construgdo
(denominada Tiorredoxina-DCRA-GFP) fez parte do projeto de iniciagdao cientifica do
aluno Fernando Corréa, intitulado “Constru¢do de um novo plasmideo para expressdo de
proteinas heterdlogas em fusdo com a GFP (Green Fluorescent Protein)”.O plasmideo
pEGFP-N1 vector (Clontech) foi usado como molde para a amplificacdo da regido codante

da Green Fluorescente Protein (EGFP) com os primers sense (5’atc cga cga cga cga caa

gat ggt gag caa ggg cga gga 3’) possuindo a seqiiéncia atc seguido do sitio de
reconhecimento da enteroquinase (sublinhado) e reverso 5°tga gct cga gtt act tgt aca get cgt
cca tgc cga g 3’ (sitio para Xho I sublinhado). As bases atc no oligonucleotideo sense
reconstituem o sitio de Eco RV e a base C evita que a GFP fique em fase de leitura com a
Trx. Esse amplificado foi clonado no vetor pET32a previamente clivado com as enzimas
Eco RV and Xho 1. Essa constru¢cdo denominada de pET32aGFP foi linearizada com Eco
RV para a clonagem do produto de PCR do gene DCRA amplificado com o primer sense
(5’atg ggg acc gee ctg gac atc 37) e o primer reverso que retirou o codon de finalizagao
original do gene (5'cct atc ctg cag agc ttc ag 3"). A retirada do cddon de terminagdo
possibilitou que DCRA fosse lida em fase com GFP como representado no esquema

abaixo.
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A andlise da indugdo da expressdo da proteina nas células de E coli AD494 e de
BL21 (DE3) (somente para a construcdo Tiorredoxina-DCRA-GFP) foi feito em SDS-
PAGE 15% (LAEMMLI,1970).

3.3.2.1 Construcio do vetor pET32a-DSCRS

A ORF DSCRS foi retirada do vetor pPGEM-T com as enzimas Bam HI e Eco Rl e
clonada no vetor pET 32a linearizado com as mesmas enzimas.

O inserto e o vetor apos a digestdo foram purificados de um gel de agarose 1%
utilizando-se o Kit Nucleo Spin (Macherey-Nagel).

Em seguida plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A mistura de
ligagdo foi utilizada para transformar células de E. coli DH5a célcio competente.

Os recombinantes foram analisados através da clivagem com as enzimas de
restricdo Bam HI e Eco RI e a integridade do gene foi confirmada pelo seqiienciamento.

A andlise da expressao da proteina na linhagem Rosetta (DE3) foi feita em SDS-

PAGE 15% (LAEMMLI, 1970).

3.3.3 Construciao dos vetores pET 37b-DCRA, pET 41a-DCRA

O vetor pET 37b (Novagen) permite a expressao de proteinas em fusdo com CBD
(dominio de ligacdo a celulose) de aproximadamente 13 kDa que pode ser retirada pela
clivagem proteolitica com trombina ou fator Xa, além de uma seqii€éncia sinalizadora que
envia a proteina hibrida para o espago periplasmatico. Esse dominio CBD possui afinidade

por matrizes de celulose e a ligacdo entre este e a celulose ¢ dada pela interacdo



hidrofébica em pH neutro, a eficiente eluicdo ¢ conseguida com etileno glicol, que ¢
indcuo para a maioria das proteinas.

Ja o vetor pET 41a (Novagen) permite a clonagem em fusdo com uma seqiiéncia
codificadora de 220 aminoacidos da GST (Glutationa S. Transferase), além das caudas de
histidina e de seqiiéncia de clivagem reconhecida pela enteroquinase. A vantagem desse
vetor ¢ que a proteina de fusdo pode ser purificada em matriz com glutationa imobilizada.

Os vetores pET 37b, pET41a previamente digeridos com Nco I foram tratados com
a nuclease Mung Bean de acordo com as especificagdbes de SAMBROOK & RUSSEL
(2001) e depois digeridos com Bam HI.

O DCRA foi retirado do vetor pET28a com as enzimas Nde [ (GIBCO BRL) e Bam
HI (Amersham Biosciences). Apos a digestdo com Nde I, o sitio foi preenchido com
dNTPs pela atividade da Klenow polimerase (Amersham Biociences), de acordo com as
especificacdes do fabricante, exceto pelo tempo de incubagdo que foi de 30 minutos a 37°C
e posteriormente digerido com Bam HI.

O inserto e o vetor apos a digestdo foram purificados de um gel de agarose 1%
utilizando-se o Kit Nucleo Spin (Macherey-Nagel).

Em seguida plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A mistura de
ligagdo foi utilizada para transformar células de E. coli DH5a célcio competente.

Os recombinantes foram analisados através da clivagem com as enzimas de
restricdo e a integridade do gene foi confirmada pelo seqiienciamento.

A analise da indugdo da expressdo da proteina em células de £ coli BL21(DE3) em
fusdo com seqiiéncias codificadoras do dominio de ligacdo a celulose (CBD tag) e da
proteina GST, respectivamente no pET 37b e pET4la foi feita em SDS-PAGE 15%
(LAEMMLI,1970).

3.3.4 Construcio do vetor pET 43¢c-DCRA

O vetor pET 43 (Novagen) permite a clonagem em fusdo com uma seqiiéncia que
codifica 495 aminoacidos da proteina NusA de aproximadamente 55,0 kDa, além das
seqiiéncias His-tag e S-tag, em fase com a Nus-tag e sitios de clivagem para trombina ¢
enteroquinase. A NusA de E. coli ¢ um fator que medeia o término da transcri¢ao

(TSUGAWA et al. 1985) e ¢ uma das proteinas parceiras que poderiam aumentar a



solubilidade de proteinas insoluveis, ndo somente pelas suas caracteristicas, mas também
devido ao seu alto nivel de expressdo (DAVIS et al., 1999).

O vetor pET43c¢ previamente digerido com Sac 1 foi tratado com a nuclease Mung
Bean de acordo com as especificagdes de SAMBROOK & RUSSEL (2001) e depois
digerido com Bam HI.

A ORF DCRA foi amplificada a partir do vetor pET28a-DCRA com a enzima
polimerase Platinum High Fidelity (GIBCO BRL) utilizando o oligonucleotideo sense que
iniciou a amplificacdo no codon ATG iniciador e o reverso que possibilitou a inser¢cdo de
um sitio de clivagem para a endonuclease Bam HI na extremidade 3’ do gene.

A seguir, inserto e vetor foram recuperados de gel de agarose 1% e ligados durante
a noite a 16°C. A mistura de ligacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a célcio
competente.

Os recombinantes foram analisados através da clivagem com enzima de restri¢do e
a integridade do gene foi confirmada pelo seqiienciamento.

A andlise da inducdo da expressdo da proteina em E. coli BL21(DE3) em fusdo

com a proteina NusA foi feita em SDS-PAGE 10% (LAEMMLI,1970).

3.3.5 Construcao do vetor pMALC2-DCRA

O vetor pMALC2 (New England) foi desenhado para criar fusdes entre o inserto € o
gene malE de E. coli, que codifica a proteina ligadora a maltose (MBP). Esse vetor possui
o promotor tac que ¢ induzivel por IPTG. Permite a selecdo de colonias recombinantes
pelo X-Gal (5 bromo-4-cloro 3-indolil-B-D-galactosideo) e a purificagdo em coluna de
resina de afinidade a MBP.

O vetor pMALc foi inicialmente digerido com Eco RI preenchido com dNTPs pela
atividade da K/enow polimerase e posteriormente clivado com Sa/ 1.

O DCRA foi retirado do vetor pET28a (Novagen) com as enzimas Nde [
(Fermentas) e Sal I (GIBCO BRL). Apos a digestao com Nde 1, o sitio foi preenchido com
dNTPs pela atividade da Klenow polimerase, de acordo com as especificacdes do
fabricante, e posteriormente digerido com Sa/ 1.

O inserto e o vetor apds a digestdo foram purificados do gel de agarose 1%

utilizando-se o Kit Nucleo Spin (Macherey-Nagel).



Em seguida, plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A mistura
de ligagdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a calcio competente.

A andlise da indugdo da expressao da proteina em E. coli BL21(DE3) e BL21
codon plus com diferentes concentracdes de IPTG foi feita em SDS-PAGE 10%
(LAEMMLIL 1970).

3.3.6 Construcio do vetor pTYB2-DCRA

O vetor pTYB2-DCRA (NEB) foi desenhado para criar fusdes em fase entre o C-
terminal da proteina de interesse € o N-terminal da inteina. A por¢ao C-terminal da inteina
encontra-se em fusdo com o CBD (Chitin Binding Domain) que permite a purificagdo em
resina de afinidade a quitina. A inteina sofre autoclivagem no seu N-terminal sob baixa
temperatura e na presenca de grupos tiol dispensando a necessidade de proteases
especificas para a retirada da CBD-tag.

O vetor pTYB2-DCRA foi clivado com Nde I e Sma 1 (Amersham Pharmacia
Biothec) e recuperado de um gel de agarose 1% utilizando-se o Kit Nucleo Spin
(Macherey-Nagel).

A ORF DCRA foi amplificada utilizando-se o vetor pET28a-DCRA como molde e
a polimerase Platinum High Fidelity (GIBCO). O oligonucleotideo sense (seqiiéncia
descrita na se¢do 3.1) utilizado na amplificag@o inseriu um sitio de Nde I e o reverso (5 tat
cct gea gag ctt cag cgg3’) possibilitou a retirada do codon de parada.

O produto de PCR amplificado foi purificado utilizando-se o Kit Concert™ Rapid
PCR Purification System (GIBCO BRL), clivado com Nde I e recuperado do gel de
agarose 1%. Em seguida plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A
mistura de ligacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a calcio competente.

Os recombinantes foram analisados através da clivagem com enzima de restri¢ao e
a integridade do gene foi confirmada pelo seqiienciamento.

A inducao da expressdo da proteina em E. coli ER2566 em fusao com o N-terminal
da inteina foi feita com 0,3 mM de IPTG e visualizada em SDS-PAGE 10%
(LAEMMLI,1970). ER2566 ¢ uma linhagem alternativa para expressdo de vetores com
promotor T7 e possui uma copia cromossomica do gene codificador da RNA polimerase

do T7 sob o controle do promotor lac.



3.3.7 Construcio do vetor pPBAD-TOPO-DCRA

O vetor pPBAD-TOPO (Invitrogen) permite a rdpida clonagem de produtos de PCR
em fusdo com uma cauda de seis histidinas. Possui um promotor, Pgap, induzivel por L-
arabinose. A forte regulagdo do promotor pelo produto do gene AraC ¢ 1util para a
expressao de genes potencialmente toxicos ou essenciais (GUZMAN et al., 1995).

O vetor pPBAD-TOPO ¢ um T-extended vector, isto ¢, ¢ um vetor linearizado que
contém uma desoxitimidina (T) na extremidade 3°. Além disso, o sistema de clonagem
utiliza a topoisomerase para catalisar a ligacao entre o plasmideo e o inserto.

A ORF DCRA foi amplificada a partir do pET28a-DCRA com a enzima polimerase
Platinum High Fidelity utilizando o oligonucleotideo sense que iniciou a amplificacdo a
partir do cédon ATG iniciador. O reverso 5’°ctt gtc gtc gtc gtc tat cct gca gag ctt cag cgg3’
possibilitou a inser¢do de uma seqiiéncia reconhecida pela protease enteroquinase
(sublinhado) e a retirada do cddon de parada.

Para a posterior clonagem no vetor pPBAD-TOPO (Invitrogen), era necessario que o
inserto possuisse desoxiadenosina (A) na extremidade 3°, assim apds a purificagdo do
produto de PCR, 2pg desse amplificado foi adicionado a um tubo contendo tampao da Taq
polimerase 1X, dATP 1mM, Taq polimerase 0,5 U e incubado por 15 minutos a 72°C.

A seguir o inserto foi ligado no vetor pBAD-TOPO de acordo com as
especificagdes do fabricante.

A mistura de ligagdo foi utilizada para a transformacao de células E. coli TOP10F’
(Kit One Shot Chemical Transformation — Invitrogen) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Os recombinantes foram analisados através da clivagem com enzima de restri¢ao e
a jungdo (inserto:vetor) e a integridade do gene foram confirmadas pelo seqlienciamento
(se¢ao3.0).

A andlise da indugdo da expressdo da proteina nas células de E. coli LMG (194) em
fusdo com HIS-Tag foi testada em diversas concentragdes de L-arabinose de acordo com

as instrugdes do fabricante e visualizada em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI,1970).



3.3.8 Construcio do vetor pCX TOPO-DCRA

O vetor pCX-TOPO (Invitrogen) possibilita a clonagem de produtos de PCR para
produzir uma fusdo com o N-terminal da proteina RsaA. A RsaA participa da formagao da
parede celular da bactéria Caulobacter crescentus e direciona a secrecdo e agregagao da
proteina alvo para o meio de cultura da bactéria.

O pCX TOPO ¢ um plasmideo linearizado que contém uma desoxitimidina (T) na
extremidade 3’, por isso todos os passos de preparagdo do inserto para a posterior
subclonagem nesse vetor foram realizados como descrito no item 3.3.7. Além disso,
contém o promotor lac que permite a expressao constitutiva do gene de interesse € em altos
niveis.

O inserto foi ligado no vetor pCX-TOPO de acordo com as especificagdes do
fabricante.

A indugdo da expressao protéica na linhagem Caulobacter crescentus foi realizada
de acordo com as especificagdes da Invitrogen. A analise da inducdo foi feita em SDS-

PAGE 10%.

3.3.9 Construcio dos vetores pCRT7/CT TOPO-DCRA e pCRT7/NT TOPO-DCRA

Os vetores pCRT7/CT TOPO e pCRT7/NT TOPO (Invitrogen) possibilitam a
clonagem de produtos de PCR, respectivamente, produzindo a proteina de interesse em
fusdo em fase com o C ou N-terminal de seis residuos de histidina.

O pCRT7-TOPO ¢ um vetor linearizado que contém uma desoxitimidina (T) na
extremidade 3’ por isso todos os passos de preparagdo do inserto para a posterior
subclonagem nesse vetor foram realizados como descrito no item 3.3.7.

O inserto foi ligado nos vetores de acordo com as especificagdes do fabricante e a
mistura de ligacdo foi utilizada para a transformacao das células de E. coli TOP10F’ (Kit
One Shot Chemical Transformation — Invitrogen) de acordo com as instrugdes do
fabricante.

A inducao da expressao da proteina em células de E. coli BL21 (DE3) foi feita com

diferentes concentragdes IPTG e visualizada em SDS-PAGE 12%.



3.4 Subclonagem da ORF DCRA no vetor de expressio para células de mamifero
3.4.1 Construcao do vetor pcDNA3-DCRA

O vetor pcDNA3 (Invitrogen) ¢ um vetor para expressdo em cé¢lulas de mamifero,
mas nao apresenta nenhum tipo de fusdo que possibilita a purificagdo em cromatografia de
afinidade. Assim, optou-se por subclonar no pcDNA3 o gene DCRA ligado a poli-
histidina. Para isso o DCRA foi subclonado a partir do vetor pET28a com as enzimas Xba |
preenchido com dNTPs por atividade da K/enow polimerase e posteriormente clivado com
Not 1, o que permitiu a retirada do DCRA em fusdo com uma cauda de histidina no N-
terminal.

O vetor pcDNA3 foi linearizado com as enzimas Eco RV e Not I, recuperado do gel
e ligado ao His-tag-DCRA.

Em seguida plasmideo e inserto foram ligados durante a noite a 16°C. A mistura de
ligagdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a célcio competente.

Ap6s a validacdo da integridade das jungdes por seqiienciamento, o DNA

plasmidial purificado foi utilizado para transfectar células de mamifero.

3.5 Hospedeiros usados

Epicurian coli BL21(DE3) — Codon Plus™ (Stratagene) engenheirada para conter copias
extras de genes que codificam tRNAs (que reconhecem cddons para arginina, isoleucina e
leucina) que mais freqiientemente limitam a traducdo de proteinas heterdlogas em E. coli.
A disponibilidade desses tRNAs permite alto nivel de expressdo de muitos genes
heterdlogos recombinantes que sdo fracamente expressos em linhagens convencionais de
BL21. Essa linhagem foi cultivada em meio LB (Luria-Bertani) contendo 25 pg/mL de

cloranfenicol a 37°C.

Rosetta (DE3) (Novagen) linhagem derivada de Turner'™ (lacY1) permite baixos niveis de
expressdo em todas as células possibilitando o aumento da solubilidade e da estabilidade.
Permite a expressdo de proteinas que contém cddons raramente usados em E. coli (AGG,
AGA, AUA, CUA, CCC, GGA). Essa bactéria foi gentilmente cedida pela Prof*. Dra. Ana
Paula U. Aratjo (IFSC) e mantida em LB contendo 25 pg/mL de cloranfenicol a 37°C.



BL21-SI (Salt inducible) linhagem derivada de GJ1158 e induzivel por cloreto de sddio. A
bactéria BL21-SI contém o gene da RNA polimerase T7 sob o controle do promotor proU.
Tem sido proposto que a indug@o por choque osmdtico aumenta a solubilidade da proteina
expressa (BHANDARI & GOWRISHANKAR, 1997). Essa linhagem foi gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Otavio H. Thiemann (IFSC) e mantida em meio LB sem NaCl e sem

antibidtico, a 37°C.

BL21 pTgroE essa linhagem possui o vetor de expressdo com o fragmento codante da
groESL sob o controle do promotor T7 (YASUKAWA et al., 1995). GroESL codifica uma
chaperonina de choque térmico cuja fungdo ¢ catalisar o correto enovelamento de um
polipeptideo recém sintetizado. Essa bactéria foi gentilmente cedida pela Prof®. Dra. Ana
Paula U. Aragjo (IFSC) e cultivada em meio LB, contendo 25 pg/mL de cloranfenicol, a

37°C.

AD494(DE3) (Novagen) ¢ um mutante tiorredoxina redutase negativa (trxB’) e permite
que ligacdes dissulfeto sejam formadas no citoplasma (pET Manual System, Novagen,
2000). Portanto, proteina alvo que necessita da formagao de ligagdo dissulfeto poderia ser
mais facilmente expressa nesse hospedeiro. Essa linhagem foi cultivada em meio LB,

contendo 25 pg/mL de canamicina, a 37°C.

Caulobacter crescentus (linhagem BS5 BAC) (Invitrogen) ¢ derivada da linhagem
Caulobacter JS4000 que contém uma mutagcdo que impede a expressdo da proteina RsaA
nativa. E uma bactéria gram-negativa, ndo patogénica comum em ambiente aquatico. Essa
linhagem foi cultivada em meio PYE (Secdo Anexos), sem antibidtico, a 30°C para

propagacao ¢ manutengdo ¢ em meio M11 (Secdo Anexos) para expressao.

3.6 Analise dos recombinantes

As colonias transformantes obtidas em cada uma das construgdes foram agrupadas
respectivamente de 10 em 10 e submetidas ao PCR de colonia com primers que
flanqueavam o vetor e o inserto. Os grupos com resultados de amplificag@o positivos foram
selecionados para extracdo do DNA plasmidial e posteriormente confirmados através da

analise com enzimas de restri¢ao.



Apos a confirmagao dos recombinantes os clones selecionados foram submetidos
ao seqlienciamento para verificagdo da integridade do inserto e da juncdo vetor-inserto.

O seqiienciamento de ambas as fitas de DNA foi realizado pelo método didesoxi
(SANGER, NICLEN & COULSON, 1977) em um seqiienciador automatico (modelo ABI
Prism 377 DNA Sequencer) utilizando-se primers que flanqueiam o inserto e/ou vetor.
Todos os produtos do seqiienciamento foram analisados pelo alinhamento no MultiAlin

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) (CORPET,1988).

3.7 Expressao da proteina recombinante

A expressao da proteina em pequena escala foi induzida na fase logaritimica
(DOgoonm entre 0,5-0,6) do crescimento bacteriano através da adigdo de concentragdes
variaveis (0,4 a 1,0 mM) de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG). Esse
procedimento foi adotado para todas as construgdes realizadas nesse trabalho. As
construgdes que resultaram em expressao detectdvel em SDS-PAGE corado com azul de
Comassie foram submetidas a testes para otimiza¢do da expressdo e aumento da
solubilidade, como por exemplo, variagdo da temperatura (37°C e 20°C) e expressdo em E.
coli de diferentes linhagens.

Uma vez estabelecidas as condi¢des mais favoraveis, a expressdao passou a ser
realizada em maior escala. Deste passo em diante os testes foram realizados somente para
as construcdes pET32aTiorredoxina-DCR Anco/sam € pET 32aTiorredoxina-DCRA-GFP.

As células de AD494 pET32aTiorredoxina-DCRANcoBam foram crescidas em LB
liquido (100mL) acrescido de canamicina (25pug/mL) e ampicilina (100png/mL), induzidas
com 0,4 mM de IPTG e mantidas a 37°C sob agitagdo de 200 rpm por 4 horas. Apos esse
periodo a cultura foi centrifugada a 4°C, 10.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 12 mL do tampdo de sonica¢do (Tris-HCI
10mM pH 8,0; NaCl 100mM; NaH,PO4 50mM) e submetido a sonicagcdo, em banho de
gelo, no sonicador Vibra cell™ (Sonic & Material Inc.) por 8 ciclos de 1 minuto com
intervalo de 30 segundos a uma amplitude de 20mA.

As células apds a lise foram centrifugadas a 4°C, 10.000g por 10 minutos para a
separacao da fragdo soluvel (sobrenadante) e insoluvel (precipitado). As aliquotas (fracao

soltvel, insoluvel e o controle ndo induzido) foram analisadas em SDS-PAGE 15%.



As bactérias BL21(DE3) pET32aTiorredoxina-DCRA_GFP foram crescidas em LB
liquido (1000mL) acrescido de ampicilina (100png/mL) e induzidas com 0,1 mM de IPTG e
imediatamente ap6s a indug@o a temperatura foi diminuida para 20°C, mantendo a agitagéo
de 200 rpm por um periodo de 8 horas. Apods esse periodo a suspensdao bacteriana foi
centrifugada a 4°C, 10.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 50 mL do tampao de sonicagdo (Tris-HCI 50mM, pH 8,0; NaCl 30mM).
As células bacterianas foram lisadas por sonicagdo como descrito acima e apos a lise foram
centrifugadas a 4°C, 10.000g por 10 minutos. As aliquotas (fragdo soluvel, insolavel e o

controle ndo induzido) foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

3.8 Purificacao da proteina

Uma proteina deve ser purificada para que uma caracterizagdo significativa de sua
composi¢do quimica, estrutura e fun¢do possa ser realizada. A purificacio de uma dada
proteina s6 ¢ conseguida, em geral, pela combinagdo de varios processos que também
podem ser parcialmente utilizados para a caracterizagdo da proteina. A primeira tarefa na
purificacdo de uma proteina consiste em isolar, concentrar e estabilizar a proteina alvo. O
préoximo passo consiste em remover a maioria das impurezas, tais como outras proteinas e
acidos nucléicos. A purificacdo final (polimento) incluird uma combinagdo de técnicas que
separem, com base em carga liquida, tamanho ou afinidade a proteina alvo das demais.

O ponto mais importante da purificagao ¢ a preservagao da integridade da estrutura
nativa da proteina, principalmente quando esta serd utilizada para estudo estrutural ou
funcional. Assim, Tiorredoxina-DCRAncosam f0i lavada e solubilizada respectivamente nos
tampoes (Tabela 1) descrito por LINDWALL et al. (2000). A seguir as células foram
lisadas por sonicagdo e as aliquotas correspondentes as fragcdes soluveis e insoluveis foram

analisadas em SDS-PAGE 15%.



Tabela 1. Composicio dos tampodes utilizados para solubilizacio de proteinas

superexpressas de acordo com LINDWALL et al. (2000).

Tampoes Composiciao

1 Tris 100mM, glicerol 10%, pH 7,6

2 Tris 100mM, LiCl 50mM, pH 7,6

3 HEPES 10mM, (NH4),SO4 50Mm, glicerol 10%, pH 7,0

4 HEPES 10mM, KCI1 100 mM, pH 7,0

5 Tris 100mM, NaCl 50mM, isopropanol 10%, pH 8,2

6 K>;HPO4/KH,;PO4 100Mm, (NH4)>SO4 50Mm, Triton X-100 1%, pH 6,0
7 HEPES 10mM, MgSO, IM, pH 7,0

8 K;HPO4/KH,;PO4 100Mm, ZnCl, 2,5 mM, pH 4,3

9 Tris 100mM, KC1 100 mM, EDTA 2mM, Triton X-100 1%, pH 8,2

10 Acetato de sodio 100mM, MgSO4 1M, pH 5,5

11 Tris 100mM, (NH4),SO4 1M, DTT 10 mM, pH 8,2

12 Tris 100mM, NaCl 50mM, uréia 100mM, pH 8,2

13 HEPES 10mM, LiCl 50 mM, deoxicolato 0,1%, pH 7,0

14 Tris 100mM, KCI1 100 mM, deoxicolato 0,1%, glicerol 25%, pH 7,6

Os procedimentos utilizados para a purificacio da proteina Trx-DCRA-GFP
consistiram em fracionamento com sulfato de amoénio, cromatografia de afinidade em
resina de niquel, cromatografia de troca idnica (Mono-Q HRS5/5) e cromatografia de

filtragdo em gel em coluna Superose 12 HR 10/30.

3.8.1 Fracionamento com sulfato de amonio

O fracionamento com sulfato de amoénio foi o primeiro passo utilizado para a
eliminacdo de proteinas contaminantes. Quando sais sdo adicionados em grandes
quantidades as solugdes protéicas, as proteinas tendem a agregar-se, um efeito conhecido
como salting-out. Embora a base dessa precipitagdo ndo seja bem entendida a precipitagdo

com sulfato de amonio ¢ um dos procedimentos mais utilizados para purificar proteinas,



pois permite que os precipitados protéicos mantenham sua conformagdo nativa € possam
ser dissolvidos novamente, em geral, sem ocorrer desnaturagao.

O sobrenadante obtido, apos a lise das células, em tampao de sonicagdo (Tris-HCI
50mM pH 8,0; NaCl 30mM) foi fracionado pela precipitagdo, inicial de 10% de sulfato de
amonio solido macerado sob agitacdo suave por 20 minutos a 4°C. As proteinas
precipitadas foram coletadas por centrifugacao por 15 minutos a 20.000g.

O precipitado obtido foi ressuspendido em ImL do tampdo de sonicagdo e
reservado. Ao sobrenadante remanescente foi adicionado vagarosamente sulfato de amonio
solido até que a concentragdo final desse sal fosse 20%, sob agitagdo suave por 20 minutos
a 4°C, centrifugado por 15 minutos a 20.000g para coleta do material precipitado e assim
sucessivamente até que a concentragdo final de saturagdo com sulfato de amodnio ficasse
em 90%.

Todas as fracdes obtidas em cada precipitagdo com sulfato de amoénio foram
desalinizadas pela dialise contra o tampao de sonicacdo e analisadas em SDS-PAGE 15%.

A fracdo correspondente a 30% sulfato de amonio foi submetida a purificagdo por

técnicas cromatograficas.

3.8.2 Cromatografia por Afinidade

A clonagem do DCRA nos vetores da linha pET e TOPO possibilitou a inser¢ao de

um residuo de 6 histidinas. Essa “cauda” de seis histidinas liga-se de forma especifica a

matriz Ni-NTA (Acido Nitriloacético carregado com fons niquel) facilitando a purificago.
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Esquema mostrando a interagdo entre os residuos Estrutura quimica do imidazol e da histidina
da cauda da histidina e a matriz Ni-NTA
(Qiagen/2001).



Os contaminantes (proteinas indesejadas) sdo retirados quando a coluna ¢ lavada
com o tampdo e a proteina desejada serd eluida alterando-se as condi¢des de pH, ou
adicionando-se competidores aos ligantes (ex. imidazol) de forma a liberd-la da matriz.
Como o anel imidazoélico ¢é parte integrante da estrutura da histidina, o imidazol competira
com a histidina na ligagdo aos ions niquel imobilizado pelo grupo NTA da matriz
permitindo a eluicao da proteina.

A proteina tiorredoxina-DCRA-GFP, proveniente de 1L de cultura de bactérias,
precipitada pelo sulfato de amoénio a 30% foi ressuspendida em 25 mL do tampao de
sonicagdo e dialisada contra o mesmo tampdo por 12 horas a 4°C em membrana de 14
MW de 28mm (Viskasec), massa de exclusao de 12 a 16 kDa.

A coluna de afinidade contendo a resina Ni-NTA Superflow (Qiagen) previamente
empacotada (5 mL de resina), foi lavada com 5 volumes de 4gua e equilibrada com 5
volumes do tampao S2 (Tris-HCI 50mM pH 8,0; NaCl 100mM) apés, 25 mL da amostra,
previamente filtrada em filtro de 0,22um, foi aplicada na coluna. Em seguida fez-se uma
lavagem com 3 volumes do tampao utilizado para equilibrar a coluna visando a retirada das
proteinas que ndo se ligaram a resina. Para a elui¢do da proteina o tampao de elui¢do (Tris-
HCI1 50mM pH 8,0; NaCl 100mM; imidazol 250 mM) foi diluido no tampao S2 de modo
que resultasse em um tampao com concentracdes finais de 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100,
200 e 250 mM de imidazol. Este novo tampao aplicado na coluna (2 volumes) em ordem
crescente de concentragdo de imidazol possibilitou, portanto, que a proteina fosse eluida
em um gradiente linear de imidazol (5 a 250 mM). Todas as fragdes foram analisadas em
SDS-PAGE e as que correspondiam as fragcdes mais puras foram quantificadas pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976) e concentradas por centrifugagdo em Centricon
YM-50 (Millipore) até uma concentracao final de 7mg/mL.

3.8.3 Cromatografia de Troca idnica

Em pHs superiores ao ponto isoelétrico a carga liquida de uma proteina sera
negativa, podendo ser adsorvida em grupos carregados positivamente na matriz. Assim,
uma matriz insolivel que tenha ligado grupos carregados positivamente sera uma matriz
trocadora de anions, enquanto que uma que tiver grupos carregados negativamente sera

uma matriz trocadora de cations. As proteinas que se ligam fortemente ao trocador de ions



sdo eluidas pela adicdo de um tampao com elevada concentragdo de sal ou um valor de pH
que reduz a afinidade da proteina pela matriz.

A proteina tiorredoxina-DCRA-GFP com um pl predito igual a 6,0, continuava com
contaminantes apds a purificagdo na cromatografia de afinidade optou-se, entdo como
proximo passo cromatografico, pela coluna de troca anidnica Mono-Q HRS5/5 (Amersham
Biosciences), operada em sistema HPLC.

A coluna foi previamente lavada com 4gua e equilibrada com 5 volumes do tampao
Tris-HC1 25mM, pH 7,5. As fracdes mais puras (elui¢do nos gradientes 50, 75 ¢ 100 mM
de imidazol), obtidas na cromatografia de afinidade, foram reunidas em uma unica
amostra. Esta foi dialisada contra o tampao utilizado para equilibrar a Mono-Q,
concentrada em centricon 50 para um volume de 500uL e aplicada na coluna. O fluxo
utilizado foi de 1 mL/minuto e a elui¢do foi feita em um gradiente linear de 0 a 500 mM de

NaCl em tampao Tris-HCI 25mM, pH 7,5.

3.8.4 Cromatografia de filtra¢do em gel

Na cromatografia de filtragdo em gel as moléculas sdo separadas de acordo com o
tamanho e a forma. A fase estaciondria consiste de malhas contendo poros cujos intervalos
de tamanho sdo relativamente estreitos. Portanto, quando uma solucao protéica for passada
através dessa “peneira molecular” as moléculas grandes serdo eluidas da coluna mais
rapidamente que as moléculas pequenas, que passam através dos poros.

A Superose 12 HR 10/30 (Amersham Biosciences) ¢ uma coluna para a realizagao de
cromatografia por exclusdo molecular de proteinas e foi escolhida para essa etapa de

purificagao.

A coluna Superose 12 foi previamente lavada com &gua e equilibrada com 2
volumes do tampao Tris-HCI 50mM, pH 8,1; NaCl 100 mM e imidazol 75 mM. As fragdes
mais puras (eluicdo nos gradientes 50, 75 e 100 mM de imidazol) obtidas na cromatografia
de afinidade foram concentradas em centricon para 250uL e aplicadas na Superose 12
operada em sistema HPLC. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/minuto e a eluigdo foi feita
com o mesmo tampao. Geralmente a concentragdo NaCL utilizada no tampao de equilibrio
da Superose ¢ maior do que 100mM, mas neste caso foi necessario manter a forga idnica

em 100mM para evitar a precipitagao da Trx-DCRA-GFP.



3.9 Clivagem com a enteroquinase

Ap0s a purificacdo foi necessario clivar a proteina quimérica para a retirada das
fusdes, uma vez que a presenca dos parceiros poderia interferir na cristalizagio. A DCRA
poderia ser liberada da fusao tiorredoxina (N-terminal) e GFP (C-terminal) pela clivagem
com a protease enteroquinase.

A enteroquinase ¢ uma serino protease que reconhece a seqiiéncia (Asp)s Lys e
cliva ap6s o residuo de lisina.

A amostra foi dialisada contra o tampao da Enteroquinase (Novagen) (Tris-HCI
20mM pH 7,4; NaCl 50mM e CaCl, 2 mM) e submetida a uma série de reagdes piloto para
determinar a melhor condi¢do de digestao.

A digestdo em pequena escala foi realizada com 10 pg e 35ug da proteina alvo, 0,1;
0,2; 0,5; 07 e 1,0 U de enzima enteroquinase em um volume final de S0uL de reacao.

As preparagdes foram incubadas as temperaturas de 20°C e 4°C e aliquotas de 10
pL foram retiradas apos 2, 4, 8 e 16 horas. A reacdo de digestdo foi interrompida pela
adicdo de tampdo da amostra contendo B-mercaptoetanol e a extensdo da clivagem das

amostras foi analisada em SDS-PAGE 15%.

3.10 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

A cristalizagdo de macromoléculas biologicas freqlientemente representa uma etapa
limitante em analises cristalograficas com Raio X. O sucesso da cristalizagdo depende de
varios fatores entre eles uma solugdo protéica homogénea. A técnica do Espalhamento
Dindmico de Luz pode ser empregada para a selecdo da solugdo protéica monodispersa
candidata a cristalizacao.

A medida de DLS realizada no equipamento “ProteinSolutions DynaPro” forneceu
uma série de medidas que foram selecionadas e representadas a partir de histogramas. Os
histogramas representam o raio hidrodinamico médio (Ry) da particula. A partir dos
valores do desvio médio do raio hidrodindmico pode-se entdo estimar a massa molecular e
o grau de homogeneidade da amostra. Assim, o espalhamento dindmico de luz foi utilizado

para estimar a massa molecular e a homogeneidade da fusdo tiorredoxina-DCRA-GFP.



As amostras purificadas na cromatografia de afinidade e na cromatografia de troca
i6nica foram concentradas em centricon 50 até 3,8 mg/mL. De cada amostra retirou-se uma
aliquota de 30pL centrifugou-se por 10 minutos a 10.000g e utilizou-se 20uL do
sobrenadante para a leitura de DLS. Esse experimento foi feito pela Dra. Raquel Kelly

Bortoleto Rugs do Instituto de Fisica da USP-Sao Carlos.

3.11 Ensaios de cristalizacao

A cristalografia de proteinas tem sido uma poderosa ferramenta para aplicacdes
biotecnoldgicas, tais como o desenho de drogas, pois permite a determina¢do molecular da
estrutura tridimensional de uma proteina através da realizacdo de experimentos de difragdo
de raios X. A determinagdo da estrutura tridimensional de uma proteina por difracdo de
raios X tem como etapa critica a obtencdo de um mono cristal de proteina. Um cristal de
proteina consiste de moléculas idénticas que se repetem em um arranjo ordenado e
periodico. Para a obtengdo de um cristal de proteina existem varios métodos, entre eles o
método da Difusdo de Vapor com gotas suspensas (OLLIS & WHITE 1990), no qual duas
solucdes tendem ao equilibrio pela difusdo do vapor de agua. Na técnica da Gota Suspensa
a gota da solucdo de proteina mais o agente precipitante sdo gradualmente expostos a
saturacdo pela perda de dgua da gota para o reservatdrio que contém a solugdo precipitante,
possibilitando assim o arranjo das moléculas de forma ordenada originando o cristal

(BRADEN & TOOZE, 1991) (Figura 3).



Figura 3. Representacdo esquematica da técnica de cristalizacdo conhecida como

gota suspensa. A) Gota sobre a laminula. B) Modelo de um poco de cristalizacao.

O método de cristalizagdo adotado foi o de difusdo de Vapor com gotas suspensas e
os ensaios de cristalizagdo foram realizados utilizando-se os fatoriais Crystal Screen
Reagent Formulation I (50 condigdes) e Crystal Screen Reagent Formulation II (48
condi¢des) da Hampton Research a temperatura de 4°C.

A gota de cristalizag¢do foi montada com 2 pL. da solugdo do pogo e 2 pL. da solugdo
de proteina (~ 8mg/mL) em tampao de eluigdo.

Os Ensaios de Cristalizagdo foram realizados em colaboracdo com o grupo de

Cristalografia da IFSC da USP-Sao Carlos.



3.12 Anilise da seqiiéncia de aminoacidos in silico usando o pacote ExPASy para
similaridade, modificacdes pos-traducionais, topologia, estrutura primaria e

secundaria.

O ExPASy (Expert Protein Analysis System) ¢ um servidor online de biologia
molecular que possui /inks rapidos para acesso a varios sites dedicados as analises de
identificacdo e caracterizacdo da proteina, estudos de similaridade, predi¢do de estrutura
primaria, secundaria, topologia, etc.

A seqliéncia de aminoacidos prevista a partir do produto do gene DCRA foi

analisada in silico no ExPASy site (http://ca.expasy.org/) para:

1- Similaridade. A seqiiéncia de aminoacidos da DCRA foi alinhada contra seqiiéncias
ndo redundantes depositadas no banco de dados do Centro Nacional de Informagdo para

Biotecnologia http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

2- Modificacdes pos-traducionais no programa NetPhos que faz a predicao de residuos de
serina, treonina e tirosina fosforilados. NetPhos ¢ um método de rede neural que prediz
sitios de fosforilagdo em seqiiéncias independentes com uma sensibilidade de 69 a 96%
(BLOM et al. 1999).

Disponivel no servidor http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/

3- Topologia nos programas:
1- Psort II que faz a predi¢do de sinalizacdo e sitios de localizacdo baseada na seqiiéncia de
aminoacidos do N-terminal da proteina (NAKAI & HORTON 1999).

Disponivel no servidor http://psort.nibb.ac.jp/form2.html

2- TargetP que faz a predicao de localizacao subcelular. TargetP ¢ um método baseado em
rede neural para localizagdo subcelular de proteinas recém identificadas. Utilizando apenas
informagdes da seqiiéncia N-terminal discrimina proteinas enderecadas para mitocOndria,
cloroplasto, vias secretorias e “outras” localizagdes com 90% de confianga para proteinas
que nao pertencem as plantas (OLOF et al., 2000).

Disponivel no servidor www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/




4- Estrutura primaria nos programas:

I- ProtParam que ¢ uma ferramenta que permite a andlise computacional de varios
parametros fisicos ¢ quimicos para uma dada proteina depositada no Swiss-Prot or
TrEMBL ou para uma seqiiéncia de aminoacidos enviada ao ProtParam.

http://us.expasy.org/tools/protparam.html

2- PESTfind ¢ um programa de computador desenvolvido por RECHSTEINER & ROGER
(1996) para identificagao de regides PEST. Seqiiéncias polipeptidicas ricas em prolina (P),
acido glutamico (E), serina (S) e treonina (T) sdo sinais proteoliticos presentes em
proteinas eucariontes.

Disponivel no servidor http://www.at.embnet.org/embnet/tools/bio/PESTfind/

5- Estrutura secundaria nos programas

1- Predict Protein EMBL ¢ um método de predi¢do de estrutura secundaria desenvolvido
por ROST & SANDER (1993) que combina informac¢ao de seqiiéncias homologas e rede
neural. Esse procedimento permite a identificacdo de a-hélice e folhas B com 70% de
acuracidade. A predicdo de estrutura secundaria foi baseada na seqiiéncia primaria de
aminoacidos da  proteina DCRA enviada ao  Predict Potein EMBL.

http://www.public.iastate.edu/%7Epedro/pprotein_query.html

2- PSIPRED que ¢ um método de predi¢ao de estrutura secundaria baseado em rede neural
e em analises obtidas de PSI-BLAST (Position Specific Iterated — BLAST) McGUFFIN;
BRYSON & JONES (2000). A predicao de estrutura secundaria foi baseada na seqiiéncia
primaria de aminoacidos da  proteina DCRA  enviada ao PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/psiform.html)

3.13 Producio de anticorpos policlonais contra a DCRA humana em camundongos.

Para confirmar a localizagdao subcelular da DCRA e detecta-la nos mais diversos

tecidos ¢ necessario um ensaio que seja especifico a proteina de interesse e altamente



sensivel mesmo que a expressao seja baixa frente ao conteudo protéico total. Assim optou-

se pela producdo de anticorpos policlonais contra a referida proteina.

3.13.1 Preparacao das amostras para imunizacio

Aproximadamente 500 pL das fragdes da proteina recombinante tiorredoxina-
DCRA-GFP semi purificada (fracdes saida da Mono-Q) foram aplicadas em gel
preparativo SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970) e submetido a eletroforese por 2 horas a
120V. Apos, uma pequena tira vertical foi retirada do gel corada com azul de Coomassie e
utilizada como referéncia para o isolamento da banda, contendo a proteina, presente no gel
ndo corado. Este fragmento de gel contendo a maior quantidade de proteina foi
homogenizado em 0,5 mL de 4gua em um homogenizador tipo Potter e incubado a 4°C
durante uma noite para difusdo da amostra. A seguir, o sobrenadante foi coletado, o
conteudo protéico foi quantificado pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e

utilizado nas imunizagoes.

3.13.2 Imunizacio dos animais para producio do antissoro

Para a primeira imuniza¢do foram utilizados 50 pg da proteina recombinante
tiorredoxina-DCRA-GFP recuperada do gel SDS-PAGE como descrito anteriormente. A
proteina foi diluida em 1 volume do adjuvante Freud completo (Sigma) e administrada de
forma subcutanea em oito camundongos machos.

Apds quatro semanas da primeira imunizagao os animais receberam a segunda dose
do antigeno (10 pg), isolada de um gel SDS-PAGE e misturada a igual volume de
adjuvante Freud incompleto (Sigma). Apds dez dias retirou-se uma pequena aliquota de
sangue desses animais para testar o antissoro através de Western Blot. Posteriormente a
verificagdo sinal/ruido, os animais foram sangrados e o sangue coletado foi centrifugado a
4000 rpm, por 15 minutos a 4°C para a obtencao do antissoro.

Para diminuir interferéncias de ligacdes inespecificas com proteinas de E. coli uma
aliquota do antissoro foi incubada com lisado de E. coli de acordo com SAMBROOK &

RUSSEL (2001) e armazenado a 8°C. O antissoro remanescente foi armazenado a -20°C.



3.13.3 Imunodetec¢ao

Para a extracdo da proteina total das células de mamifero, as células foram
centrifugadas para a retirada do meio de cultura e ressuspendidas em 1 mL do tampao
Triton 1X ( Triton X-100 1%, Tris-HCI (pH 8,0) 100Mm, NaCl 100 mM e EDTA 10mM
acrescidos de PMSF 2 mM, pepstatina 1uM, leupeptina 20 pM e DTT 5 mM.). As células
foram lisadas no sonicador Vibra Cell™ (Sonic & Material Inc.) por 30 segundos (20 mA)
e centrifugadas a 16.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo
novo e o conteudo protéico foi quantificado pelo método de Bradford.

Para testar a producdo do anticorpo policlonal anti-tiorredoxina-DCRA-GFP as
amostras de proteina total de célula de mamifero (aproximadamente 50 pg) e proteinas
GFP, tiorredoxina e tiorredoxina-DCRA recombinantes, foram submetidas a SDS-PAGE
15%.

Apés a eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por aproximadamente duas horas e trinta minutos a 150 V, como sugerido por
AUSUBEL et al. (1994).

Terminada a transferéncia, a membrana foi corada com solu¢do do Ponceau
(Ponceau a 0,5% em 4cido acético 0,1%), por no maximo 5 minutos e descorada com acido
acético a 0,1%. A membrana foi posteriormente incubada com agente bloqueador (2,5g
leite em p6 desnatado dissolvido em 50 mL de TBS 1X) a 8°C durante 12 horas e lavada 4
vezes com TBS 1X (Tris 70mM e NaCl 100 mM) com duracao de 5 minutos cada
lavagem.

A membrana foi incubada com o primeiro antissoro de camundongo anti-
tiorredoxina-DCRA-GFP (1:250 em TBS [1X] acrescido de Tween-20 0,1%) por duas
horas e trinta minutos e lavada novamente com TBS 1X. O soro pré-imune foi utilizado
como controle negativo.

Apobs a membrana foi incubada com o segundo anticorpo anti-IgG de camundongo,
obtido em coelho, marcado com fosfatase alcalina (Sigma), diluido 1:10.000 em TBS [1X],
Tween-20 0,1% por duas horas e trinta minutos e enxaguadas varias vezes em TBS 1X.

A seguir a membrana foi revelada com substrato cromogénico (PA conjugate
substrate — Bio-Rad) até o aparecimento das bandas. A reagdo de revelagdo foi bloqueada

através da lavagem da membrana com agua.



3.14 Localizacao subcelular em células de mamifero

3.14.1 Construcao do plasmideo pEGFPC1-DCRA

O vetor pEGFPC-1 (Clontech) permite a expressao da proteina alvo em fusdo com
a extremidade C-terminal da GFP (Green Fluorescent Protein).

O vetor pEGFPC-1 foi tratado com as enzimas de restricdo Bg/ II, preenchido com
dNTPs, por atividade da Klenow polimerase e clivado com Bam HI. Apds esses
tratamentos o plasmideo foi isolado por eletroforese em gel de agarose e posteriormente
purificado.

A ORF DCRA foi amplificada a partir do vetor pET 28a-DCRA utilizando—se os
primers sense 5’tc gaa ggt cgt cat atg ggg acc gec ctg gac at3’ (sitio de restricdo para Nde |
sublinhado) e o reverso 5'cgg gat cct ata tcc tgec aga get tca g3’ (sitio de restricdo para Bam
HI sublinhado).

A reagdo em cadeia da polimerase foi realizada num termociclador (PTC-100™ -
MIJ Research). Utilizou-se Deep Vent polimerase (BiolLabs), para evitar erros de
amplificacdo. As condi¢des utilizadas para as reacdes de amplificacdo seguem as
recomendadas pelo fornecedor da enzima e foram adaptadas para as temperaturas de
anelamento dos oligonucleotideos. O ciclo de amplificagdo foi: 1 ciclo inicial de 94°C por
2 minutos (desnaturacio); 10 ciclos de 94°C por 15 segundos (desnaturagdo), 53°C por 15
segundos (anelamento), 72°C por 45 segundos (extensdo); 20 ciclos de 94°C por 15
segundos (desnaturagdo), 53°C por 15 segundos (anelamento), 72°C por 45 segundos
(extensdo), com adigdo de 20s/ ciclo e um ciclo final de 72°C por 7 minutos (extensio).

Posteriormente a confirmacao da amplificagdo, o produto de PCR foi clivado com
Nde 1 preenchido com dNTPs, por atividade da Kl/enow polimerase e clivado com Bam HI.
Ap0s esse tratamento o fragmento (com uma extremidade cega e outra coesiva) foi isolado
em gel de agarose e posteriormente purificado. Em seguida o inserto DCRA e o plasmideo
pEGFPC-1 foram ligados durante a noite a 16°C para gerar GFP-DCRA.

A mistura de ligacao foi utilizada para transformar E. coli DH5a quimicamente
competente por tratamento com cloreto de calcio.

Os recombinantes foram detectados por PCR de colonia e posteriormente
analisados através da clivagem com enzima de restricdo. Apos a validagdo da integridade
das juncdes por seqiienciamento o DNA plasmidial purificado foi utilizado para

transfeccao de células de mamifero usando Lipofectamina 2000.



3.14.2 Construcao do plasmideo pEGFPC1-DCRA-formas truncadas

Para a obtenc¢do da formas truncadas da DCRA quatro plasmideos pEGFP-DCRA
foram linearizados respectivamente com as enzimas Nco 1, Hind 11, Acc 1 e Pvu 1l em
sitios presentes no gene DCRA, preenchidos com dNTPs, por atividade da Klenow
polimerase e clivados com Bg/ II. Apds esses tratamentos cada um dos fragmentos,
contendo respectivamente, 126, 180, 356 e 638 pb a partir da por¢do N-terminal foram
purificados em gel de agarose.

Em seguida cada fragmento (com uma extremidade cega e outra coesiva) foi
clonado num novo plasmideo pEGFP-DCRA linearizado com Bam HI, preenchido com
dNTPs por atividade da Klenow polimerase e posteriormente clivado com Bgl/ II. A
clivagem com Bam HI e Bgl Il remove o inserto DCRA e gera extremidades cega e coesiva
que permite a clonagem dos fragmentos da DCRA em fase com a GFP.

As fusdes da GFP com os fragmentos de DCRA foram denominadas de: pEGFP-
DCRA'*, pEGFP-DCRA"®, pEGFP-DCRA''"® pEGFP-DCRA''?, pEGFP-DCRA"*"
#7 e pEGFP-DCRA® """ (Figura 4 ¢ 5).

DCRA Nco 1126 pb (42 aa) denominado de pEGFP-DCRA'*
PEGFPC1IMGTALDIKIKRANKVYHAGEVLSGVVVISSKDSVQHQGVSLT

DCRA Hind 111 180 pb (60 aa) denominado de pEGFP-DCRA"
PEGFPC1MGTALDIKIKRANKVYHAGEVLSGVVVISSKDSVQHQGVSLTMEGTVN
LQLSAKSVGVFE

DCRA Acc 1 356 pb (118 aa) denominado de pEGFP-DCRA'''®
[pPEGFPCIMGTALDIKIKRANKVYHAGEVLSGVVVISSKDSVQHQGVSLTMEGTVN
LQLSAKSVGVFEAFYNSVKPIQIINSTIEMVKPGKFPSGK TEIPFEFPLHLKGNKVLY
ETYHGVFVNIQY

DCRA Pvu 11 638 pb (212 aa) denominado de pEGFP-DCRA'*"
[pPEGFPCIMGTALDIKIKRANKVYHAGEVLSGVVVISSKDSVQHQGVSLTMEGTVN
LQLSAKSVGVFEAFYNSVKPIQIINSTIEMVKPGKFPSGK TEIPFEFPLHLKGNKVLY
ETYHGVFVNIQYTLRCDMKRSLLAKDLTKTCEFIVHSAPQKGKFTPSPVDFTITPET
LQNVKERALLPKFLLRGHLNSTNCVITQPLTGELVVESSEAAIRSVELQ



DCRA final (1) 334pb (110 aa) denominado de pEGFP-DCRA'"*" 7
PEGFPCI[VITQPLTGELVVESSEAAIRSVELQLVRVETCGCAEGYARDATEIQNIQ
IADGDVCRGLSVPIYMVFPRLFTCPTLETTNFKVEFEVNIVVLLHPDHLITENFPLKL
CRI

DCRA final (2) 138pb (45aa) denominado de pEGFP-DCRA®"?7
pEGFPC1FPRLFTCPTLETTNFKVEFEVNIVVLLHPDHLITENFPLKLCRI

Figura 4. Seqiiéncia de aminoacidos presente nas construcdes DCRA-formas
truncadas. Y em vermelho destaca um possivel sitio de fosforilagdo. Os aminoacidos
destacados em azul mostram a regido comum entre as construgdes pEGFP-DCRA'?"* e
pEGFP-DCRA '

1 297 aa

GFP

1 42aa

GFP

I

60 aa

GFP

1 118 aa

GFP

1 212 aa

GFP

187aa 297aa

GFP

25laa 297aa

GFP

Figura 5. Representacdo esquematica da clonagem dos fragmentos do DCRA no
plasmideo pEGFP. Os numeros sobrescritos indicam o nimero de aminoacidos codificado
por cada fragmento.

A construgdo contendo a parte final (1) da DCRA (pEGFP—DCRA187'297) foi obtida
por PCR, utilizando-se o primer sense 5°tgt cat cac gca gce act aac gg3’ que flanqueia o

gene DCRA na posicdo 561pb e o primer reverso 5’cgg gat cct ata tce tge aga get tca g3’



(sitio de Bam HI sublinhado). O produto amplificado foi purificado e clonado no pEGFP
linearizado com Bgl! 11, preenchido com Klenow e posteriormente clivado com Bam HI.

A construgio contendo a parte final (2) da DCRA (pEGFP-DCRA*'*?) foi obtida
por PCR, utilizando-se o primer sense 5’tgt ctt ccc tag get gtt cac ¢ 3° (acrescido de um t
que permite a juncdo em fase e flanqueia o gene na posigao 757pb) e o primer reverso
5’cgg gat cct ata tcc tgc aga gect tca g 3’ (sitio de Bam HI sublinhado). O produto
amplificado foi purificado e clonado no pEGFP linearizado com Bg/ II, preenchido com
Klenow e posteriormente clivado com Bam HI.

Em seguida o gene DCRA e o plasmideo pEGFPC-1 foram ligados durante a noite
a 16°C para gerar as formas truncadas da GFP-DCRA.

A mistura de ligacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a quimicamente
competente por tratamento com cloreto de calcio (AUSUBEL et al., 1994).

Os recombinantes foram detectados por PCR e apds a validag@o da integridade das
jungdes por seqiienciamento, o DNA plasmidial purificado foi utilizado para transfecgao de

células de mamifero usando Lipofectamina 2000.

3.14.3 Construcao do vetor p3XFLAG-myc-CMV25-DCRA

O vetor p3XFLAG-myc-CMV25 (Sigma) permite a expressdo da proteina de
interesse em fusdo com o epitopo myc no C-terminal e epitopo FLAG no N-terminal. Esses
epitopos podem ser detectados por anticorpos anti-myc conjugado com Cy3 e anti-FLAG
conjugado com FITC, respectivamente.

O vetor p3XFLAG-myc-CMV25 foi primeiramente clivado com Xba 1, preenchido
com dNTPs por atividade da K/enow polimerase e posteriormente clivado com Bg/ I1.

O gene DCRA foi amplificado a partir do pET28a-DCRA com a enzima polimerase
Platinum High Fidelity (GIBCO) utilizando oligonucleotideo sense 5°gaa gat ctg atg ggg
acc gee3’ (sitio Bgl 11 sublinhado) e reverso 5’°cta gtc tag ata tcc tge aga g 3° (permite a
retirada do codon finalizador e insere sitio para Xba I sublinhado).

Em seguida o inserto e vetor foram ligados durante a noite a 16°C para gerar
FLAG-DCRA-myc.

A mistura de ligagdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a quimicamente

competente.



Apos a validacao da integridade das jungdes por seqiienciamento o DNA plasmidial

purificado foi transfectado em células de mamifero usando Lipofectamina 2000.

3.14.4 Construcao do vetor pEGFPN1-DCRA

O vetor pEGFPN-1 (Clontech) permite a expressdo da proteina de interesse em
fus@o com o N-terminal da GFP. O vetor foi clivado com Eco RI preenchido com dNTPs
por atividade da Klenow polimerase e posteriormente clivado com Bg!/ I1.

A ORF DCRA foi isolada do vetor p3XFLAG-myc-CMV25 com a enzima Xba I,
preenchida com dNTPs por atividade da Klenow polimerase e posteriormente clivada com
Bgl 11.

Em seguida DCRA e o plasmideo pEGFPN-1 foram ligados durante a noite a 16°C
para gerar DCRA-GFP.

A mistura de ligacdo foi utilizada para transformar E. coli DH5a quimicamente
competente.

Ap0s a validagdo da integridade das jungdes por seqiienciamento o DNA plasmidial

purificado e utilizado para transfectar as células de mamifero.

3.14.5 Construcio do plasmideo pEGFPC1-DSCRS

O vetor pEGFPC-1 foi clivado com as enzimas de restrigao Bgl/ Il e Eco RI.

A ORF DSCRS foi subclonada a partir do pPGEM-T-DSCRS8 com as enzimas Bam
HI e Eco RI. Fragmentos de DNA clivados com Bam HI e Bgl 11 podem ser ligados, pois as
seqiiéncias de bases que codificam os sitios dessas enzimas sdo compativeis. A seguir vetor
e inserto foram recuperados do gel de agarose como descrito na se¢do (3.2.1) e ligados
durante a noite a 16°C para gerar GFP-DSCRS.

Os recombinantes foram confirmados pela andlise com enzimas de restricdo e o
DNA plasmidial purificado foi transfectado em células de mamifero usando Lipofectamina

2000.



3.14.6 Cultura de células e Transfec¢ao Celular

3.14.6.1 Linhagens de células utilizadas:

e(C¢lulas CHO-K1 (“Chinese Hamster Ovary cells”)
e(Células COS-7 (“Monkey Kidney Cells”)
e(C¢lulas HEK 293 (“Human Embryonic Kidney”)

3.14.6.2 Transfec¢cao Celular

As células inicialmente foram descongeladas e semeadas em garrafas (Corning-
Costar) de 75 cm?’ numa densidade de aproximadamente 10* células/cm® e mantidas em
meio de cultura DMEM, contendo soro fetal bovino 10%, glutamina 2mM, penicilina e
estreptomicina 100U/ul, até atingir semiconfluéncia (24 horas).

Quando as células atingiram a semiconfluéncia desejada foram transfectadas com
DNA purificado usando lipofectamina 2000 (Invitrogen).

O procedimento apresentou as seguintes etapas:

1° Dia:
As células foram desprendidas com uma solugdo de tripsina a 0,25% e semeadas em
placas de 35 mm (Corning-Costar), numa concentragio de 10° células/placa e incubadas a

37°C, com 5% de CO, junto a uma laminula de vidro previamente esterilizada.

2’ Dia:
a- ApOs 24 horas aproximadamente 5 pg de DNA foram misturados com meio sem
soro (MSS), num volume total de 100uL;
b- Aproximadamente 5 pL de lipofectamina foram misturadas em MSS, num volume
total de 100uL;
c- As duas solugdes (descritas nos itens a e b) foram misturadas suave e

cuidadosamente e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos;



d- O meio das placas foi removido por aspiragdo e as células foram lavadas com MSS.
A mistura das duas solucdes acrescida de 800uL de MSS foi adicionada as placas.
As placas foram agitadas com movimentos suaves e circulares, incubadas por 6
horas a 37°C e 5% de CO,.

e- Apos seis horas o meio das placas foi suplementado com soro (concentracdo final
10%) e as células foram incubadas por 24 horas na estufa de CO,.

3" Dia:

O meio de cultura foi trocado e as células foram incubadas na estufa a 37°C com

5% de CO; por mais 48 horas.

3.14.7 Analise da localizacio subcelular da DCRA, DCRA-formas truncadas e
DSCRS.

As células transfectadas com pEFGPC1-DSCRS8 e com as diferentes formas da
DCRA clonada nos plasmideos pEGFP foram enxaguadas em PBS [1X] e fixadas em
paraformaldeido (pH 7,3) a 3,7% por 10 minutos.

Um exemplar de cada representante destas construgdes foi permeabilizado com
Triton X-100 0,2% por 5 minutos e corado com solu¢do de DAPI (4’,6-diamidine-2’-
phenylindole dihidrocloride) 10mg/mL diluida 1:5000 por 5 minutos a temperatura
ambiente para confirmacdo da integridade do ntcleo. A seguir a solugdo de DAPI foi
retirada por aspiracao e as células foram enxaguadas em PBS [1X].

As células de ambos os tratamentos foram analisadas em microscopia de
epifluorescéncia convencional (Olympus BX50) e em confocal (confocal laser scanning
microscope).

As imagens da microscopia de epifluorescéncia convencional foram capturadas
pelo software CoolSNAP-pro (Media Cybernetic). Estas andlises foram realizadas no
laboratorio de Genética e Citogenética de Peixes (DGE-UFSCar).

Enquanto que as imagens do “confocal laser scanning microscope” (Zeiss Axiovert
LSM510) foram obtidas usando a excitacdo do laser a 488 nm, sendo detectadas no filtro
“band pass” a 515-540 nm. Estas analises foram realizadas no Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB-USP, SP) em colaboragdo com a prof®. Dra Glaucia Maria Machado

Santeli.



Para o ensaio imuno-citoquimico as cé¢lulas transfectadas com o plasmideo FLAG-
DCRA-myc foram permeabilizadas e incubadas por 1 hora com o anticorpo anti-myc
conjugado com Cy3 (1:50) (Sigma-Aldrich) contra o epitopo myc ou anti-FLAG conjugado
com FITC (1:100) contra o epitopo FLAG. A seguir as células foram enxaguadas em PBS

[1X] e analisadas em microscopia confocal (Zeiss axiovert LSM510).



4 Resultados e Discussao

4.1 Amplificacio da ORF DCRA a partir da biblioteca de ¢cDNA de cérebro fetal

humano

O produto de amplificacdo a partir da biblioteca de cDNA de cérebro fetal,
delimitado pelos oligonucleotideos especificos e conservando os cédons de iniciagdo e
terminacao originais do gene, resultou em um fragmento tnico de 914 pb, correspondente
a ORF do DCRA (894 pb), acrescido de 20 pb que correspondem aos sitios de clivagem
para as enzimas Nde I na extremidade 5'¢ Bam HI na extremidade 3’ do produto

amplificado (Figura 6).
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Figura 6. Amplificacio da ORF DCRA a partir da biblioteca de cDNA de cérebro
fetal humano. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando em (1) marcador de massa
molecular e (2) produto de amplificagdo de 914 pb correspondente ao DCRA.

4.2 Subclonagem e expressao da DCRA no vetor pET28a

Os recombinantes mostraram a liberacdo de um fragmento de 893pb, quando
digeridos com enzimas que flanqueiam o inserto confirmando o sucesso da subclonagem.

A andlise da expressao da proteina 6His-fag-DCRA em SDS-PAGE nao evidenciou
a expressdo de uma banda de aproximadamente 35kDa quando comparada a bactéria ndo

induzida (Figura 7).
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Figura 7. Analise da expressdo de recombinantes pET28aDCRA. SDS-PAGE 15%
mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em BL21
(DE3); (3.,4) pET28aDCRA-BL21(DE3) induzido por 3 horas; (5) controle ndo induzido
em BL21 Codon Plus; (6, 7) pPET28aDCRA-BL21 Codon Plus induzido por 3 horas. Notar
a auséncia da banda de inducao His tag-DCRA de aproximadamente 35 kDa.

A analise do seqiienciamento do plasmideo pET28a-DCRA mostrou que a juncao
gene-vetor estava correta, em fase de leitura com a His fag e que havia integridade do
inserto descartando, portanto, a possibilidade de uma eventual mutacdo sem sentido ter
inviabilizado a expressao.

O baixo nivel de expressao de proteinas recombinantes pode ocorrer devido a
varios fatores (comentados na secao 4.9). Um dos motivos mais comuns que contribuem
para o baixo nivel de expressdo ¢ a toxicidade ou instabilidade da proteina recombinante
ou a perda do plasmideo durante o crescimento da bactéria. Uma maneira facil e rapida de
verificar se a proteina estad sendo tdxica para o hospedeiro € comparar a eficiéncia de
transformag¢dao com plasmideos que possuem o gene cuja expressdo ¢ toxica para o
hospedeiro com o plasmideo controle. Comumente a eficiéncia observada no primeiro caso
¢ bem menor do que na segunda opcdo e geralmente os transformantes possuem
plasmideos com mutagdes.

A auséncia de uma banda de inducdo neste caso muito provavelmente se deu por

outras razodes, pois ndo se observou baixa eficiéncia de transformacdo com o plasmideo



pET28aDCRA em relacao ao controle, presenga de mutagdes ou morte das bactérias logo
apoOs a expressao.

Outro fato que contribui para o baixo nivel de expressdo ¢ que o RNAm de
bactérias ndo possui qualquer tipo de protecdo e ¢ rapidamente degradado durante a
transcricdo e traducdo. Além disso, a estabilidade do RNAm ¢ dependente do tamanho, os
mais longos sdo mais estaveis, € quanto maior a estabilidade maior ¢ a disponibilidade de
molde para a tradugdo e mais eficiente é a expressdo protéica (DABROWSKI,
BRILLOWSKA & KUR 1999). Assim, uma opg¢do para contornar uma provavel
instabilidade do transcrito seria selecionar um vetor que possibilitasse a clonagem da
DCRA em fusdo com um parceiro que pudesse dar maior estabilidade a fusdo e que
também fosse altamente soluvel.

No entanto, a escolha da melhor proteina parceira ainda ¢ empirica.
HAMMARSTROM et al. (2002) expressaram em E. coli 32 proteinas humanas associadas
com desordens genéticas e encontraram profundas diferengas com relacdo ao nivel de
expressdo e solubilidade dependendo da proteina de fusdo usada. Estes autores concluiram
que de acordo com seu efeito sobre a solubilidade as fusdes poderiam ser classificadas em
ordem decrescente: Trx, Gb1/MBP, ZZ (duplo dominio Z da proteina A), NusA, GST e 6
His tag. A His tag ndo ¢ normalmente usada para melhorar a solubilidade, mas ¢
comumente usada para fins de purificagio e por isso HAMMARSTROM et al. (op cit) a
incluiram nesse estudo. J& com relagdo ao efeito das fusdes sobre a expressdo a
classificagdo das fusdes em ordem decrescente seria Trx, ZZ, NusA/MBP, GST/Gbl ¢ 6
His tag. No entanto, estas 32 proteinas possuem o tamanho de 6 a 20 kDa, ndo apresentam
regides transmembranas e homologia com outras proteinas com estrutura resolvida, deste
modo o resultado de HAMMARSTROM et al. (op cit.) fica restrito a um grupo de
proteinas com caracteristas particulares.

Assim os sistemas de expressao pET32a, pET37b, pET41a, pMALc2, pTYB2,
pBAD-TOPO, pCX-TOPO que permitem a clonagem em fase com diversos tipos de
proteinas de fusdo e possibilitam algumas vantagens que facilitam a purificacdo foram
escolhidos uma vez que DCRA em fusdo com His fag (pET28a) ndo trouxe resultado

positivo.



4.3 Subclonagem e expressao da DCRA no vetor pET32a

O vetor pET 32a permite a expressao da proteina alvo em fusdo com o C-terminal
de uma seqiiéncia codificadora de 109 aminoacidos da proteina tiorredoxina (Trx.Tag ).
A tiorredoxina (Trx) ¢ um pequeno mondomero que facilita a expressao soluvel de fatores
de crescimento e de citocinas (LAVALLIE et al., 1993), entdo essa fusdo poderia ser
interessante ndo somente para melhorar a estabilidade do RNAm como também a
solubilidade da proteina recombinante, pois muitas proteinas que normalmente sdo
produzidas na forma insoltivel em E. coli tendem a se tornarem mais soliveis quando
expressas em fusao com a tiorredoxina.

A ORF do gene DCRA de 894 pb introduzido no vetor de expressdo pET32a nos
sitios Nco I e Bam HI conservou os codons de inicia¢do e terminacdo originais do gene e
permitiu a clonagem da DCRA em fusdo com a tiorredoxina, como descrito anteriormente.

O DNA plasmidial das colonias submetidos a PCR resultaram na amplificacdo de
um fragmento de aproximadamente 894 pb, confirmando o sucesso da subclonagem. A
analise do seqlienciamento confirmou a integridade do inserto, juncdo do inserto-vetor e
descartou a possibilidade de mutagdes, no entanto, ndo foi possivel detectar em SDS-
PAGE a presenga de uma banda de indug¢ao no tamanho correspondente a 50 kDa (Figura
8). De acordo com WANG, et al. (2003) alguns genes sdo preditos codificar proteinas que
sdo toxicas para a E. coli, como as proteinas que possuem dominios transmembrana outros

ndo expressam por alguma razao que nao ¢ obvia.
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Figura 8. Analise da expressio de recombinantes pET32aTrx-DCRA. SDS-PAGE
15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em
ADA494(DE3); (3,4,5,6,7,8,9,10) pET32aTrx-DCRA induzido (0,4 mM IPTG, DOgoonm 0,5)
respectivamente por 1,2,3,4,5,6,7 e 8 horas. Notar a auséncia da banda de indug¢do Trx-
DCRA de aproximadamente 50 kDa.

4.3.1 Subclonagem e expressao da Tiorredoxina-DCRANoBam DO vetor pET32a

Apds intimeras clonagens na tentativa de expressar a DCRA integra,
acidentalmente foi gerada a constru¢do denominada pET32aTiorredoxina-DCRANco/Bam.
Essa construgdo permitiu a retirada de 126 pb iniciais do gene DCRA devido a presenca de
um sitio de Nco I no gene. Embora tenham sido retiradas 126 pb distantes do ATG inicial
(sentido 5°-3") a fase de leitura foi preservada, pois a Trx ficou em fusdo com outro cddon
de iniciagdo presente no DCRA resultando na expressao de uma proteina Trx-DCRANco/Bam
de aproximadamente 46 kDa (Figura 9).

A andlise da seqiiéncia dos 42 aminoacidos do N-terminal da DCRA codificado por
esse fragmento de 126 pb revelou um putativo motivo de fosforilacdo de caseina quinase II
e caseina quinase C, mas nenhum outro tipo de mudanga pos traducional foi predito para
esse polipeptideo. O significado desses motivos ainda ndo é conhecido, mas se eles fossem
funcionais poderiam explicar o provavel motivo pelo qual a auséncia dos 126 pb resultou
em expressdo detectadvel em SDS-PAGE. Sabe-se que procariotos ndo possuem a

maquinaria enzimatica necessaria para a maioria dos processamentos pos-traducionais e a



auséncia de tais modificagdes em E. coli poderia desestabilizar algumas proteinas

eucariontes, particularmente as proteinas grandes (BRAUN et al. 2002).
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Figura 9. Anailise da expressio de recombinantes pET32aTrx-DCRANcoBam. SDS-
PAGE 15% mostrando em (1 e 2) Marcador de massa molecular; (3) controle ndo induzido
em AD494; (4, 5 e 6) AD494 induzida respectivamente por 1, 2 e 3 horas; (7, 8 € 9)
BL21(SI) pET32aTrx-DCRANco/Bam induzida respectivamente por 1, 2 e 3 horas. Notar a
presenga da banda de indu¢do Trx-DCRANco/Bam de aproximadamente 46 kDa.

Apb6s a confirmacdo da expressdo, as células bacterianas foram lisadas por
sonicacdo, centrifugadas e as fragdes soltivel e insoluvel analisadas em SDS-PAGE, como
descrito na metodologia. Os resultados indicaram que a fusdo tiorredoxina-DCRA estava
no precipitado, o que significava que a fusdo estava sendo expressa na forma insoluvel.

A formacao de corpos de inclusdo (agregado protéico insoluvel) por um lado ndo ¢
tdo desvantajosa, pois, o produto expresso ¢ menos toxico para o hospedeiro, estd em
maior parte protegida da digestdo proteolitica e até poderia facilitar a purificagdo, ja que os
corpos de inclusdo sdo facilmente isolados pela centrifuga¢do e geralmente consistem de
agregados parcialmente puros da proteina superexpressa (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
Porém, o aspecto negativo é que nem sempre € possivel fazer o renovelamento da proteina
para sua conformacdo nativa a partir dos corpos de inclusdo e quando os experimentos
subseqiientes envolvem estudos estruturais ou de funcao catalitica a melhor opgado ¢ tentar

obter a expressdo na forma soluvel.



Muito freqiientemente proteina heterdloga expressa em E. coli acumula-se como
corpo de inclusdo (YASUKAWA, et al., 1995), por causa disso varias explicacdes para a
formacao de corpos de inclusao tém sido relatadas.

Os estudos de RINAS & BAYNES (1993) sugerem que a formagao dos corpos de
inclusdo ¢ (1) devido a limitada quantidade de chaperoninas frente a superexpressao génica
aliada a taxa da sintese protéica que excede a capacidade da célula de enovelar a proteina
recém sintetizada (KIEFHABER et al., 1991); (2) a diferenga do estado redox entre E. coli
e a célula eucariota (YASUKAWA et al., 1995); (3) a presenca de uma seqiiéncia
particular de aminodacidos; e (4) ao fato do enovelamento de proteinas em eucarioto ocorrer
simultaneamente com a traducao e o dominio ser formado seqiiencialmente enquanto, que
em procarioto o enovelamento € pos-traducional (NETZER & HARTL, 1997).

Estas hipoteses poderiam explicar o motivo pelo qual a maioria das proteinas de
eucariotos agrega-se quando superexpressa em procariotos. Contudo, o problema do
enovelamento protéico ndo pode ser completamente explicado sem referéncia ao contexto
biolégico do enovelamento, especialmente para proteinas grandes com multidominios e
multisubunidades (FEDOROV & BALDWIN, 1997).

Diante de tantas variaveis que contribuem para a formagao dos corpos de inclusdo,
aliadas a dificuldade de renovelar a proteina apds a purificagdo em condigdes
desnaturantes, a meta principal na expressdo de proteinas recombinantes tem sido o
delineamento experimental para a obtengdo da solubilidade.

Os quatro principais caminhos seguidos na obten¢dao de proteinas soliveis s3o a
reducdo da temperatura de incubagdo apds a inducdo, a co-expressao de catalisadores de
enovelamento como as DPI (Protein Dissulfide Isomerase) e as chaperoninas, a fusdo com
um parceiro altamente soluvel e a mutacdo sitio-dirigida de residuos especificos para
alterar as propriedades de estabilidade e solubilidade da proteina recombinante (MURBY,
UHLEN & STAHL, 1996). Infelizmente essas abordagens nem sempre trazem resultados
satisfatorios.

A mutagdo sitio-dirigida em proteinas tem aumentado a solubilidade principalmente
quando afeta seqiliéncias hidrofébicas, no entanto, a modificagdo da proteina ndo é uma
estratégia universal para evitar a formacao dos corpos de inclusdo, ja que outras variaveis
tais como condi¢des ambientais como temperatura e acidificagdo do meio (SCHEIN,
MATHIEN & NOTEBORN, 1988), caracteristica do vetor e do hospedeiro e a

concentragdo do indutor também estimulam a formagao dos corpos de inclusao.



Assim uma das abordagens mais utilizadas e talvez a primeira opcao testada para
aumentar a solubilidade ¢ diminuir a temperatura de indugdo visando reduzir a taxa de
traducao.

Como os testes iniciais indicavam que a fusao (Trx-DCRANco/Bam) €stava insoluvel,
apos a inducio da expressdo a temperatura foi reduzida para 20°C, o meio de cultura LB
foi substituido pelo Circle Grow e a concentracao do IPTG foi diminuida para 0,1mM.

No entanto, as alteragdes nas condi¢oes de cultivo € inducdo nao foram suficientes
para a obten¢do de proteina soluvel. Como bem lembrado por SAMBROOK & RUSSEL
(2001) a auséncia de um motivo Unico ou de um guia pratico que resolva todos os
problemas torna cada caso de expressdo um caso impar que deve ser resolvido
empiricamente.

A outra abordagem seguida para aumentar a solubilizagdo de proteina
superexpressa foi sugerida em LINDWALL et al. (2000). Essa proposta consiste em
combinar diferentes valores de pH, sais e aditivos como isopropanol e glicerol em uma
matriz semelhante & usada em cristalografia visando encontrar a melhor condi¢do para a
solubilizagdo da proteina alvo.

Os tampodes sugeridos por Lindwall et al. foram escolhidos de acordo com as
disponibilidades de reagentes em nosso laboratorio e estdo descritos na Tabela 1. Contudo,
os tampdes testados ndo foram capazes de solubilizar a fusdo Tiorredoxina-DCRANco/Bam-
Este resultado se deu muito provavelmente porque (1) foi possivel testar apenas 14 dos 30
tampoes propostos e/ou (2) esses tampdes sdo capazes de desfazerem agregados que
resultam da forca i6nica do tampao usado na extracdo da proteina ou aqueles que se
formam durante a lise da célula, mas ndo conseguem solubilizar os “verdadeiros”
agregados formados durante a sintese protéica.

A co-expressdo em BL21 pTgroE que codifica uma chaperonina de choque térmico
cuja fungdo ¢ catalisar o enovelamento “correto” de um polipeptideo recém sintetizado,
também ndo melhorou a solubilidade da Trx-DCRANcoBam- A co-expressdo de
chaperoninas tem sido um caminho promissor para aumentar a solubilidade e o
enovelamento da proteina recombinante, no entanto, o sucesso dessa estratégia parece ser
proteina-especifica (WALL & PLUCKTHUN 1995).

Para DAVIS et al. (1999) a solubilidade de uma proteina ¢ altamente dependente da
sua seqiiéncia de aminodcidos. Assim, a versdo modificada do modelo estatistico de

Wilkinson e Harrison (1991) para predi¢do de solubilidade da proteina recombinante e



modificada por DAVIS et al. (1999) foi utilizada para determinar o potencial de
solubilidade da DCRA.

Esse modelo analisa dois parametros, considerados criticos, para a formagdo do
corpo de inclusdo que sdo a carga média dada pela diferenca da freqiiéncia dos residuos de
Asp mais Glu versus Lys mais Arg e a formagao de furn que ¢ calculada pelo niamero total
dos residuos de Asn, Gly, Pro e Ser. Segundo esse modelo DCRA possui 83% de
probabilidade de ser insoluvel. Fato curioso ¢ que a expressdo de GST-Vps26, também
resultou em proteina insoluvel (REDDY & SEAMAN, 2001). DCRA possui 21% de
identidade e um provavel dominio de Vps26 (discutido com mais vagar na se¢ao 9.2).

Segundo o modelo de DAVIS et al. (1999) a tiorredoxina possui uma solubilidade
intermedidria quando comparada a NusA e MBP, talvez por isso a fusdo com a Trx ndo

conseguiu aumentar a solubilidade da proteina alvo.

4.3.2 Subclonagem e expressao da Tiorredoxina-DCRAging i1 no vetor pET32a

A clonagem da DCRA em fusdao com a Trx (pET32aTrx-DCRA) nao resultou em
expressdo detectdvel em SDS-PAGE, no entanto quando a DCRA foi clonada sem os
primeiros 126 pb (construgdo Trx-DCRAncosam) f01 possivel detectar que a proteina estava
sendo expressa. Com o objetivo de verificar se o fragmento de 126 pb retirado do inicio do
DCRA contribuia de alguma forma para a ndo expressao génica, o fragmento contendo os
primeiros 180 pb do DCRA foi clonado em fase com a seqiiéncia codificadora do C-
terminal da tiorredoxina.

Essa constru¢do denominada Trx-DCRAginanr possibilitaria que aproximadamente
60 aminoacidos do N-terminal da DCRA fossem expressos em fusao com o C-terminal da

tiorredoxina.

O DNA plasmidial das colonias submetidos a PCR resultaram na amplificacdo de
um fragmento de aproximadamente 180 pb, confirmando o sucesso da subclonagem.

A andlise do seqiienciamento do plasmideo pET32a tiorredoxina-DCRApindm
mostrou que a jungdo gene-vetor estava correta, em fase de leitura e que havia integridade
do inserto descartando, portanto, a possibilidade de uma eventual mutacdo ter inviabilizado

a expressao. No entanto, ndo foi evidenciada em SDS-PAGE a expressao da Trx-



DCRApinam de aproximadamente 26 kDa resultante de 60 aminoacidos do N-terminal

DCRA, 122 aminoécidos da TRx e 17 aminoécidos codificados pelo DNA do vetor de

expressdo, quando comparada a uma bactéria nao induzida (Figura 10).
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Figura 10. Analise da expressio de recombinantes pET32aTrx-DCRAgingm. SDS-
PAGE 15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em
ADA494; (3) colonia pET32aTrx-DCRAminam induzida por 4 horas. Notar a auséncia da
banda de inducao Trx-DCRAginan de aproximadamente 26 kDa.

4.3.3 Subclonagem e expressao da Tiorredoxina-DCRA-GFP no vetor pET32a

A clonagem da DCRA em fusdo com a Trx representada pelas construgdes
pET32aTrx-DCRA e Trx-DCRAginam ndo resultou em expressao detectdvel em SDS-
PAGE, porém foi possivel detectar a presenca da fusdo na forma de corpos de inclusdo
quando expressa sem o N-terminal (constru¢do Trx-DCRAnco/Bam)

Como a tiorredoxina possui uma solubilidade intermediaria quando comparada a
NusA e MBP (DAVIS, et al., 1999) a fusao da DCRA com outra parceira tal como a GFP
(Green fluorescent protein) poderia melhorar a expressdo da DCRA. A GFP tem sido

amplamente usada como proteina parceira para monitoramento de expressao, solubilidade
e estabilidade da proteina alvo (WU et al., 2002).



O DCRA foi entao clonado em fase com a seqiiéncia codificadora do C-terminal da
tiorredoxina ¢ do N-terminal da GFP. Essa constru¢ao denominada Tiorredoxina-DCRA-
GFP foi realizada em colaboragdo com o aluno Fernando Corréa como descrito em
Meétodos.

A GFP ¢ uma proteina, codificada por um gene isolado de Aequorea victoria,
possui um pico de absor¢do em 395 nm, um pico de emissdo de 508 nm e emite
fluorescéncia verde quando irradiada com luz ultravioleta (SCHWALBACH, et al., 2000).

E uma proteina de 27 kDa composta por 238 aminoéacidos e contém um croméforo
fluorescente formado por uma ciclizagao intramolecular de um segmento de um tripeptideo
dentro de uma cadeia monomérica (PRASHER et al., 1992). Dispensa co-fatores, substrato
ou produto de outros genes para fluorescer e pode ser expressa como fusdo no C ou no N-

terminal.

Os recombinantes foram analisados com enzimas de restrigdo, seqlienciados e
submetidos a experimentos de expressdo génica.

A expressdo da fusdo tiorredoxina-DCRA-GFP a 37°C resultou na formagdo de
agregados na forma de corpos de inclusdo, porém a indugdo com 0,1 mM de IPTG a 20°C
possibilitou a obteng¢ao de proteina solivel que pode ser comprovada pela inspecao visual
(fracdo soluvel com coloracdo esverdeada) e pela analise em SDS-PAGE (Figura 11B). A
GFP tem demonstrado ser um sensivel indicador de enovelamento, j4 que o correto
enovelamento da GFP e conseqiientemente a formagao de seu cromoforo sdo diretamente
proporcionais ao enovelamento da proteina upstream a GFP (WALDO, et al., 1999). A
banda de indugdo de aproximadamente 77 kDa (Trx 17 kDa, DCRA 33 kDa e GFP 27

kDa) pode ser visualizada na Figura 11A.
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Figura 11. A Analise da expressio de recombinantes pET32aTRX-DCRA-GFP e das fracoes
solivel e insolivel. SDS-PAGE 15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle
nao induzido em BL21 (DE3); (3) colonia BL21pET32aTRX-DCRA-GFP induzida por 4 horas.
Notar a da banda de indugdo Trx-DCRA-GFP de aproximadamente 77 kDa. B. SDS-PAGE 15%
mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) fragdo soluvel (37°C); (3) fracdo insolavel
(37°C); (4) Marcador de massa molecular; (5) fragdo insoluvel (20°C) e (6) fragdo soluvel (20°C).
As setas indicam a proteina Trx-DCRA-GFP de aproximadamente 77 kDa.

Contudo, apesar das fusdes terem aumentado a estabilidade e a solubilidade da
DCRA observou-se que apds a sonica¢do havia a formagdo de agregados protéicos que
podiam ser detectados pela inspe¢do visual. Sabe-se que a estabilidade conformacional da
proteina depende fortemente da for¢a idnica e do pH, assim concluiu-se que a composicao
salina ou o pH do tampao de sonicacao (Tris-HCl 50 mM pH 8,0; NaCl 100 mM;
NaH,PO4 50mM) precisaria ser modificado.

Ap0s varios testes para definir a melhor condi¢do do tampao chegou-se a conclusao
de que a precipitacdo era causada pela for¢a idnica do tampao usado, assim o tampao
passou entdo a ser Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 30 mM e Imidazol 10mM. O imidazol
foi acrescentado somente com o objetivo de melhorar a purificagdo.

A proteina tiorredoxina-DCRA-GFP foi entdo purificada e utilizada em todos os
ensaios posteriores.

Nossos resultados estdo de acordo com a observacdo de (1) DAVIS et al. (1999), de
que o tamanho da proteina parceira poderia aumentar a solubilidade, pois DCRA em fusao

somente com a tiorredoxina expressou na forma de corpos de inclusdo, mas quando ligada



a tiorredoxina e a GFP foi expressa na forma soluvel e (2) HAMMARBERG et al. (1989)
que observaram que apesar das proteinas parceiras trazerem resultados satisfatorios quando
fusionadas no N, no C-terminal ou em ambos o resultado mais efetivo tem sido obtido com
a estratégia da dupla fusdo, isto é, quando o gene que codifica a proteina de interesse ¢é
fusionado entre dois genes que codificam dois diferentes dominios de afinidade, pois além
da estabilidade in vivo a dupla fusdo permite a purificagdo através de dois passos

subseqiientes de purificacdo por afinidade.

4.4 Subclonagem e expressao da DCRA nos vetores pET37b, pET41 e pET43c¢

A ORF do gene DCRA foi isolada do vetor pET28a com as enzimas Nde | e Bam
HI e subclonado nos vetores pET37b e 41a nos sitios Nco I e Bam HI. A escolha do sitio
Nco 1 se deu porque o gene seria subclonado o mais proximo possivel do sitio de clivagem
reconhecido pelas proteases Fator Xa e enteroquinase nos vetores pET37b e 4la
respectivamente, o que permitiria a presenga do menor nimero de residuos possivel na
extremidade N-terminal da DCRA apo6s a retirada da proteina carreadora codificada por
esses vetores.

Para tal constru¢do foi necessario criar uma extremidade 5'cega no sitio de Nco |
dos vetores pET, para isso havia duas possibilidades: (1) tratar com uma nuclease ou (2)
preencher com dNTPs utilizando a atividade da Klenow polimerase, escolheu-se a
primeira, pois era a unica possibilidade que permitiria a clonagem da DCRA em fase de
leitura com as proteinas de fusdo apos seu isolamento do pET 28a.

A nuclease escolhida foi a Mung bean. Essa enzima catalisa a degradagado
especifica de nucleotideos de fita simples possibilitando a formagao de extremidade cega
gerando um mono ou polinucleotideo com fosfato 5'terminal (SAMBROOK & RUSSEL,
2001).

O vetor pET37b foi particularmente escolhido porque possui uma seqiiéncia
sinalizadora que envia a proteina hibrida para o espaco periplasmatico. Segundo
JONASSON, et al. (2002) a vantagem da secre¢dao para o espago periplasmatico esta na
possibilidade da formacdo de ligacdes de dissulfeto em um ambiente oxidativo, o que
poderia melhorar ndo somente o enovelamento, mas também a redugdo dos niveis de

contaminagao.



Os recombinantes pET37b-DCRA e pET43¢cNusA-DCRA mostraram a liberagao de
um fragmento de 894 pb, quando digeridos com enzimas que flanqueiam o inserto
confirmando, portanto, a subclonagem.

O recombinante pET4la-DCRA, quando digerido com Hind III, mostrou a
liberacao de um fragmento de aproximadamente 760 pb, devido a presenca de um sitio
interno de reconhecimento para Hind Il a 179 pb distantes do ATG do DCRA e outro
presente no sitio de multipla clonagem do pET41a, confirmando o sucesso da subclonagem

(Figura 12).
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Figura 12. Analise de restricio do pET41aDCRA. Eletroforese em gel de agarose 1%
representativa de uma das varias analises de restricdo realizadas nesse trabalho. Colunas
(1) marcador de massa molecular 1Kb (Gibco); (2,3,4,5,6,7,8) pET41aDCRA Hind 111. O
plasmideo recombinante apresenta além da banda de 6,9 Kb uma banda de
aproximadamente 760 pb.

As andlises do seqiienciamento das constru¢des pET37b-DCRA e pET41a-DCRA
mostraram que a jun¢do inserto-vetor estava correta e em fase de leitura com as proteinas
de fusdo desses vetores e que havia integridade do inserto descartando, portanto a
possibilidade de uma mutacdo inviabilizar a expressao.

Entretanto como mostrado respectivamente nas Figuras 13, 14 ¢ 15 ndo foi possivel
detectar em SDS-PAGE a presenca das fusoes CBD-DCRA (46 kDa), GST-DCRA (59
kDa) e NusA-DCRA (88kDa).
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Figura 13. Analise da expressio de recombinantes pET37bCBD-DCRA. SDS-PAGE
15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle nao induzido (3,4 ¢ 5)
colonias pET37bCBD-DCRA em BL21 Codon Plus induzidas por respectivamente 1, 2, 4
horas; (6) controle ndo induzido (7,8,9 e 10) colonias pET37bCBD-DCRA em BL21(DE3)
induzidas por respectivamente por 1, 2, 4 horas. Notar auséncia de uma banda de indugao
CDB-DCRA de aproximadamente 46 kDa.
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Figura 14. Anailise da expressdo de recombinantes pET41aGST-DCRA. SDS-PAGE
15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle nido induzido em
BL21(DE3); (3) pET41aGST induzido por 3 horas; (4,5) colonias pET41aGST-DCRA em
BL21 Codon Plus induzidas por 3 horas; (6,7 e 8) colonias pET41aGST-DCRA em
BL21(DE3) induzidas por 3 horas. Notar auséncia de uma banda de indu¢do GST-DCRA
de aproximadamente 59 kDa.
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Figura 15. Analise da expressdo de recombinantes pET43cNusA-DCRA. SDS-PAGE
12% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido (3)
pET43cNusA induzido por 3 horas; (4 a 10) colonias pET43cNusA-DCRA em BL21(DE3)
induzidas por 1,2,3,4,5,6 ¢ 7 horas respectivamente. Notar auséncia de uma banda de
indugdo NusA-DCRA de aproximadamente 88 kDa.

4.5 Subclonagem e expressao da DCRA no vetor pMALc2

A proteina parceira geralmente ¢ escolhida por sua habilidade em se ligar
especificamente a um ligante imobilizado facilitando, portanto a purificagdo da fusdo.

A MBP (Maltose Binding Protein) ¢ freqiientemente usada como parceira nao
somente por causa de sua afinidade por maltodextrinas, mas também por aumentar a
estabilidade e a solubilidade da proteina alvo (FOX, KAPUST & WAUGH, 2001). Pode
ser usada para expressdo intracelular bem como em fusdo com um sinal para importe para
0 espago periplasmatico, ndo contém cisteinas e, portanto a estabilidade da proteina
independe de agentes redutores e a superexpressao da proteina em fusdo com a MBP pode
ser obtida em quantidades que excedem 2% da proteina total de E. coli (PRYOR &
LEITING, 1997).

Além disso, a MBP apresenta vantagem quando comparada a GST, pois o gene
malE que codifica a MBP ¢ um gene de E. coli e, portanto deve conter codons apropriados
e elementos de estrutura secundaria de mRNA que sdo necessdrios para a eficiente

expressao em bactéria (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).



Portanto, as vantagens da MBP como proteina parceira fez com que o vetor pMALc
fosse particularmente escolhido para a expressdo da DCRA.

Assim DCRA foi clonado no pMALc nos sitios de Eco Rl e Sal 1 para gerar
pMalcMBP-DCRA (como descrito na Metodologia).

Os recombinantes, quando digeridos com Hind IlI, mostraram a liberacao de um
fragmento de aproximadamente 725 pb, devido a presenga de um sitio interno de
reconhecimento para Hind 11l a 179 pb distantes do ATG do DCRA e outro presente no
sitio de multipla clonagem do pMALc, confirmando o sucesso da subclonagem.

A andlise do seqiienciamento do recombinante pMALc-DCRA mostrou que a
jun¢do gene-vetor estava correta e em fase de leitura com a proteina MBP, descartando a
possibilidade de uma mutagdo sem sentido inviabilizar a expressao.

Contudo, tentativas de expressar essa construgdo em E. coli BL21(DE3) e em E.
coli BL21-Codon Plus nao foram satisfatorias e conseqiientemente ndo foi possivel

detectar em SDS-PAGE uma banda de indugdo de 78 kDa (Figura 16).
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Figura 16. Analise da expressio de recombinantes pMalcMBP-DCRA. SDS-PAGE
15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em
BL21(DE3); em BL21 Codon Plus; (3 a 6) colonias pMalcMBP-DCRA em BL21(DE3)
induzidas por 1, 4 e 6 horas; (7 a 10) colonias pMalcMBP-DCRA em BL21Codon Plus

induzidas por 1, 4 e 6 horas. Notar auséncia de uma banda de indu¢do MBP-DCRA de
aproximadamente 78 kDa.



4.6 Subclonagem e expressao da DCRA no vetor pTYB2

O DNA plasmidial de 10 coldnias resultantes da transformagao E. coli DH5a com o
plasmideo pTYB2-DCRA-inteina foi analisado com a enzima de restrigdo Nco 1. Destes,
quatro foram linearizados apds a clivagem, confirmando o sucesso da subclonagem uma
vez que o sitio de reconhecimento desta enzima ¢ codificado somente pelo DCRA.

A andlise do seqiienciamento dos recombinantes pTYB2-DCRA-inteina mostrou
que a juncdo inserto-vetor estava correta ¢ em fase de leitura com a inteina descartando,
portanto a possibilidade de uma mutagdo inviabilizar a expressao. Esse vetor foi escolhido
porque DCRA seria clonada em fusdo com o N-Terminal da proteina parceira e esse fato
de algum modo poderia facilitar o enovelamento.

SACHDEV & CHIRGWIN (1998) relatam que a ordem das fusdes entre proteinas
de bactéria e de mamiferos pode determinar a solubilidade quando expressa em E. coli e
sugerem que o enovelamento normal da primeira seqiiéncia que emerge do ribossomo
determina a via de enovelamento em E. coli, contrariando o modelo proposto por NETZER
& HARTL (1997) de que o enovelamento em E. coli seria pds-traducional. No entanto, a
fusdo da DCRA no N-terminal da inteina ndo trouxe resultado positivo e nao foi possivel

detectar em SDS-PAGE a banda de indu¢do (DCRA-inteina) de 88 kDa (Figura 17).
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Figura 17. Andlise da expressio de recombinantes pTYB2-DCRA-inteina. SDS-PAGE
15% mostrando em (1 e 10) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em
ER2566; (3,4,6,8 ¢ 9) colonias pTYB2-DCRA-inteina induzidas por 1, 2, 3, 4 e 5 horas
respectivamente. Notar auséncia de uma banda de indugdo DCRA-inteina de
aproximadamente 88 kDa.



4.7 Subclonagem e expressao da DCRA nos vetores PCRT7/CN-TOPO, pBAD-TOPO e
pCX-TOPO

Todos os recombinantes de cada construgdo foram caracterizados por analises com
enzimas de restri¢do, seqiienciados e submetidos a experimentos de expressdo génica.
Cada um desses vetores possui uma particularidade como ja mencionada na se¢do 3, no
entanto nenhum deles proporcionou a expressao da DCRA (aproximadamente 35 kDa)
como observado em SDS-PAGE (Figura 18 e 19).

Além disso, o vetor pCX-TOPO possui uma seqiiéncia sinal que permite secretar a
proteina para o meio; assim, se tivesse ocorrido a expressao de DCRA-RsaA (53 kDa)
seria detectada pela inspecdo visual a presenca de aglomerados protéicos de coloragdo
avermelhada no meio de cultura, fato que ndo ocorreu.

Sabe-se que diferentes tipos de promotores podem afetar o nivel de expressao em E.
coli e a habilidade de promover a alta expressao génica sao governadas por varios critérios
(HANNING & MAKRIDES, 1998) por isso optou-se pelo vetor pBad que possui o
promotor Ppap induzivel por L-arabinose, no entanto a mudang¢a do indutor IPTG para L-
arabinose, bem como a utilizacio dos hospedeiros LMG 194 e Caulobacter nao

influenciaram na expressao da proteina estudada.
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Figura 18. Analise da expressio de recombinantes pCRT7C/N-DCRA. SDS-PAGE
15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em
BL21(DE3); (3 e 4) pCRT7CT-DCRA induzidas por 2 e 4 horas respectivamente; (5 e 6)
pCRT7NT-DCRA induzido por 2 e 4 horas respectivamente. Notar auséncia de uma banda
de inducdo DCRA de aproximadamente 35 kDa.
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Figura 19. Analise da expressdo de recombinantes pBAD-DCRA. SDS-PAGE 15%
mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido em LMG194;
(3 a 6) colonias induzidas com diferentes concentracdes de L-arabinose. Notar auséncia de
uma banda de indu¢do DCRA de aproximadamente 35 kDa.

4.8 Subclonagem e expressao da DSCRS no vetor pET28a

Os recombinantes pET28aDSCRS, quando digeridos com Nde I e Xho 1, mostraram
a liberagdo de um fragmento de aproximadamente 300 pb, confirmando o sucesso da
subclonagem.

A expressao da proteina 6His-tag-DSCR8 em BL21 (DE3) foi confirmada pela
visualizacdo em SDS-PAGE (15%) de uma banda de aproximadamente 12,2 kDa quando
comparada a proteinas totais da bactéria ndo induzida, no entanto os testes de solubilidade
indicaram que a proteina recombinante estava na fragdo insoluvel (Figura 20 A).

A reducio da temperatura de indugdo para 30°C, da concentracio de IPTG para
0,2mM e a mudanga da célula hospedeira para Rosetta (DE3) (se¢@o 3.5) ndo contribuiram
para a o aumento da solubilidade da His-tag-DSCRS (Figura 20 B).

Os provaveis motivos que contribuem para a formacgdo dos corpos de inclusdao

foram comentados na secao 4.3.1.
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Figura 20. A Anailise da expressio de recombinantes pET28aDSCRS8 e dos ensaios de
solubilidade. A. SDS-PAGE 15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2,4,6,8)
fracdo insoluvel; (3,5) fragdo soluvel; (7, 9, 10) controle ndo induzido em BL21 (DE3); B. SDS-
PAGE 15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo induzido; (3) Rosetta
(DE3) pET28aDSCRS induzida 1 hora; (4) Rosetta (DE3) pET28aDSCRS induzida 3 horas (5)
fracdo soluvel referente a 5 horas de indugdo (6) fragdo insoluvel (5 horas), (7) fracdo soluvel (15

horas) e (8) fracdo insoluvel (15 horas). A seta indica a proteina His-DSCRS8 de aproximadamente
12 kDa.

4.8.1 Subclonagem, expressio e ensaios iniciais de purificacio da DSCRS8 no vetor
pET32a

Os recombinantes pET32aDSCRS, quando digeridos com Bam HI e Eco RI,
mostraram a liberacdo de um fragmento de aproximadamente 300 pb, confirmando o

sucesso da subclonagem.



Kb

3,0
1,6

0,5
<4— DSCRS

Figura 21. Analise de restricio do pET32aDSCRS. Eletroforese em gel de agarose 1%
representativa de uma das varias analises de restri¢ao realizadas nesse trabalho. Colunas
(1) marcador de massa molecular 1Kb (Gibco); (2) pET32aDSCRS clivado com Bam HI e
Eco RI. O plasmideo recombinante apresenta além da banda de 6,0 Kb uma banda de
aproximadamente 300 pb.

A expressao da proteina DSCR8 como uma fusdo com o C-terminal da tiorredoxina
em Rosetta (DE3) foi confirmada pela visualizagdo em SDS-PAGE (15%) de uma banda
de aproximadamente 27 kDa quando comparada a bactéria ndo induzida (Figura 22).

O teste de solubilidade indicou que a proteina recombinante estava parcialmente
soluvel (Figura 22). Esse resultado foi atribuido a fusdo da DSCRS8 a tiorredoxina, as
caracteristicas da linhagem Rosetta ¢ as condigdes de incubacao logo apds a indugao, isto €

temperatura de indugio (30°C) e concentragdo de IPTG (0,4 mM).



~27 kDa

Figura 22. A Analise da expressio de recombinantes pET32aDSCRS e das fracdes soluvel e
insoltivel. SDS-PAGE 15% mostrando em (1) Marcador de massa molecular; (2) controle ndo
induzido; (3) Rosetta (DE3) pET32aDSCRS8 induzida 1 hora; (4) Rosetta (DE3) pET32aDSCRS
induzida 3 horas (5) fragdo soluvel referente a 5 horas de inducdo; (6) fragdo insolavel (5 horas),
(7) fragao soluvel (15 horas) e (8) fracdo insoluvel (15 horas). A seta indica a proteina Trx-DSCR8
de aproximadamente 27 kDa.

Estas condi¢des de expressdo possibilitaram que na fracdo soluvel houvesse Trx-
DSCRS8 em quantidade suficiente para os ensaios iniciais de purificacdo por cromatografia
de afinidade em coluna de niquel (Ni-NTA). Os resultados preliminares de purificacao
foram animadores, pois demonstraram que a Trx-DSCRS8 tinha afinidade pela resina de
niquel e embora estivesse sendo eluida com contaminantes a purificagdo poderd ser
melhorada mudando-se algumas condi¢des. A banda referente a Trx-DSCRS8 (~27 kDa)

eluida com 250 mM de imidazol pode ser visualizada na Figura 23.
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Figura 23. Analise da purificacio da DSCRS8 por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel Ni-NTA Superflow. Proteinas visualizadas em SDS-PAGE 15%,
coradas com azul de Coomassie. (1) Marcador de massa molecular; (2) Rosetta (DE3)
pET32aDSCRS induzida por 15 horas; (3, 4) fragdo eluida em tampao contendo 50 mM de
imidazol; (5,6) 75 mM de imidazol; (7,8) 100 mM de imidazol; (9,10) 250 mM de
imidazol.

4.8.2 Analises in silico e de localizacido subcelular da DSCRS

O principal objetivo da pesquisa sobre Sindrome de Down ¢é correlacionar o
desequilibrio de dose de genes especificos do cromossomo 21 com os varios fendtipos
clinicos da sindrome. Essa tarefa ficaria teoricamente mais facil se a fun¢ao molecular ¢ os
processos biologicos dos genes do 21 fossem conhecidos. Assim, com o objetivo de dar
maiores esclarecimentos sobre a fungcdo da DSCRS, a estrutura primaria dessa proteina foi
analisada in silico ¢ o N-terminal desta proteina foi fusionado a GFP para estudos de
localizagdo subcelular em células de mamifero, uma vez que até o presente momento nada
foi descrito sobre sua localizagao subcelular, fungdo, bem como sua implicagdo com a SD.

A proteina DSCRS8 ¢ composta por 91 aminoacidos (com uma massa molecular de
10,2 kDa), tem um pl predito de 7,85, apresenta auséncia do aminodacido triptofano, tem
duas cisteinas e predominio do aminoécido leucina (13,2%) (Figura 24).

Além disso, o alinhamento da seqiiéncia de aminoicidos da DSCRS8 contra
seqiiéncias ndo redundantes depositadas no NCBI (Centro Nacional de Informacdo para

Biotecnologia) mostrou que esta proteina apresenta 100% de identidade com a proteina



MMA-la (malignant melanoma associated protein la) e nenhum putativo dominio

conservado.

MKEPGPNFVTVRKGLHSFKMAFVKHLLLECSGSITDHCSLHLPVQEILMSQP
PEQLGLQTNLGNQESSGMMKLFMPRPKVLAQYESTQFMP

Figura 24. Seqiiéncia de aminoacidos da proteina DSCRS8. Os aminoacidos cisteina (C)
e leucina (L) estdo em destaque.

As células CHO-K1 transfectadas com pEGFPCI1-DSCRS exibem um padrdo de
localizagdo bastante peculiar, pois ela ndo estd homogeneamente distribuida no citoplasma
(padrao C) ou no nucleo (padrao N) e sim como granulos distribuidos pelo citoplasma
celular com auséncia total no nacleo (Figura 25).

Os compartimentos onde uma proteina pode ser encontrada sdo cito-esqueleto,
reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, lisossomo, mitocondria, entre outros, assim,
esse resultado devera ser investigado em experimentos futuros, uma vez que as analises de
predicdo in silico da DSCRS8 nao revelaram sinal algum de endere¢gamento para um destes

compartimentos.

pEGFPCl1 pEGFPC1-DSCRS

Figura 25. Distribuicio subcelular da GFP-DSCRS8 em célula CHO-1 transfectada
transientemente. Em (A) pEGFPC1 exibe o padrao N+C, isto ¢ distribui¢do homogénea
na célula. (B, C) pEGFPC1-DSCRS esta distribuida como granulos pelo citoplasma celular
com auséncia total no nucleo.



4.9 Expressao da proteina DCRA em E. coli.

A producdo de proteinas em E. coli geneticamente engenheiradas tem permitido a
obtencdo de proteinas para caracterizagdo bioquimica, producdo de anticorpos,
determinagio da estrutura tridimensional, entre outros (RUCKER et al., 2001). Em adic3o,
a expressdao de proteinas heterdlogas em fusdo com cauda de histidina (His 7ag) tem
possibilitado a obtengdo de proteinas com grau de pureza adequado para ensaios
cristalograficos, necessarios para a compreensdo da estrutura e fung¢do da proteina alvo
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Embora a clonagem do cDNA seja relativamente facil, a expressdao dos genes
clonados ainda ¢ uma tarefa ardua. As explicagdes do porque disto, infelizmente ndo sdo
totalmente compreendidas. Geralmente as proteinas recombinantes sdo expressas em E.
coli como agregados insoluveis, denominados de corpos de inclusdo, ou sao
prematuramente degradadas e/ou desnaturadas (SAMBROOK & RUSSEL, 2001, op cit.).

Segundo STEVENS (2000) 15 a 20% de genes humanos expressos em E. coli
geram proteinas soliveis, 20 a 40% formam corpos de inclusdo e os 60% remanescentes
ndo sdo significativamente expressos ou sdo degradados.

O baixo rendimento de polipeptideos expressos in vivo ¢ geralmente devido a
sintese intracelular ineficiente e/ou degradacao de tais polipeptideos (SKOSYREV et al.,
2003). Tem sido sugerido que proteinas bacterianas sdo mais facilmente expressas em
bactéria enquanto que proteinas tipicamente de eucariotos sdo incorretamente enoveladas e
enderegadas para degradacdo (BANEYX & GEORGIOU, 1992, apud, CHA et al., 2000).

Proteinas incorretamente enoveladas (misfolded) freqiientemente agregam-se
quando superexpressas em bactérias e a despeito dos inumeros relatos de delineamento
experimental sobre enovelamento de proteinas e tentativas de relacionar solubilidade com
a seqiiéncia de aminoacidos, ainda ndo existe nenhum método para prever o misfold in
Vivo.

Apesar dessas limitagcdes, E. coli ¢ o sistema procarionte mais freqiientemente
usado para expressao de proteinas heterdlogas por ser um método barato, mais rapido de
ser obtido do que em sistemas eucariontes € ndo gerar heterogeneidade do produto devido a
auséncia de modificacdo pos-traducional, fator fundamental caso a proteina superexpressa
seja utilizada em estudos estruturais. Os sistemas eucariontes também apresentam varias
limitacdes para a expressdo de proteinas heterdlogas, por exemplo, células de mamifero

(necessidade de ambiente estéril e manipulagdo em condigdes estritamente assépticas,



instabilidade das células geneticamente manipuladas, baixo rendimento quando comparado
com microorganismos); fungos (dificuldade de controle da expressdo, mecanismo de
glicosilagdo diferente do mamifero); células de insetos (o produto nem sempre ¢
funcional).

A expressdo de proteinas recombinantes pode ser obtida utilizando uma variedade
de sistemas de expressao ja disponiveis comercialmente. A escolha do sistema adequado
depende de vérios fatores, dentre eles estdo: a necessidade de grandes quantidades de
proteina, a facilidade posterior de purificacdo e a toxicidade da proteina alvo para a célula
hospedeira.

Na literatura ha varias informagdes referentes a otimizagao das condig¢des de
expressdo em E. coli para proteinas especificas. Contudo, as proteinas freqiientemente
apresentam propriedades fisicas e quimicas diferentes e, portanto as condi¢des ideais de
expressao para uma dada proteina ndo sdo iguais para todas as proteinas (BRAUN et al.,
2002). Assim sendo, triagens empiricas devem ser realizadas para prever as construgdes
que expressardo proteinas soliveis e insoluveis.

Em adicdo outros fatores, incluindo a localizagdo da proteina, custos da resina de
afinidade e tampdes e as possibilidades de remog¢ao da proteina de fusdo por clivagens
enzimaticas também sao fatores que devem ser considerados na escolha do sistema de
expressdao (NILSSON et al., 1997).

Assim, optamos pelo sistema de expressao em E. coli e escolhemos varios vetores
disponiveis comercialmente na tentativa de estabelecer o melhor sistema para a expressao
da DCRA em procarioto. Os critérios usados para a escolha dos vetores de expressao
foram baseados nas vantagens que as proteinas parceiras poderiam apresentar no que se
refere a capacidade de aumentar a solubilidade (Trx, NusA, MBP) e facilitar a purificacao
tais como: sinal para exportar a proteina para o espaco periplasmatico (pET 37) ou para o
meio de cultura (pCX TOPO), seqiiéncias His-Tag, S-Tag, GST, CBD que possibilitariam
a purificacdo por afinidade e sitios de clivagem para proteases que permitiriam a retirada
das respectivas fusdes.

Contudo como pode ser visto na tabela 2 a maior parte dos vetores utilizados para

clonagem da DCRA nao resultou em expressao.



Tabela 2. Vetores de expressao construidos para a expressio da DCRA e da DSCRS

em E. coli.
Vetor Selecdo Proteina expressa Massa Teste Presenca
expressao Molecular solubili- de
esperada (kDa) dade expressao
pET 28a Kan His tag-DCRA ~35 -- Nao
pET 32a Amp Trx-DCRA 50 -- Nao
pET 32a Amp Trx-DCRA Neo/Bam HI ~ 46 insolavel Sim
pET 32a Amp Trx-DCRAHindm ~26 - Nao
pET 32a Amp Trx-DCRA-GFP 77 soluvel Sim
pET 37b Kan CDB-DCRA 46 -- Nao
pET 41a Kan GST-DCRA 59 -- Nao
pET 43a Amp NusA-DCRA 88 -- Nao
pMALc2 Amp MBP-DCRA 78 -- Nao
pTYB2 Amp DCRA-Inteina 88 -- Nao
pBAD-TOPO Amp DCRA-His tag ~35 -- Niéo
pCX-TOPO Cloranfe- DCRA-RsaA 53 -- Nao
nicol
PCRT7/CN- Amp His tag-DCRA e ~35 -- Nao
TOPO DCRA-His tag
pCDNA3 Amp/Neo His tag-DCRA ~35 ? Nao
para eucarioto concluido
pET 28a Kan His tag-DSCR8 ~12,2 insoluvel Sim
pET 32a Amp Trx-DSCRS ~272 soluvel Sim

Por que algumas proteinas de eucariotos sdo expressas em E. coli em quantidades
muito pequenas? Algumas razdes sdo dbvias em alguns casos e desconhecidas em outros.

BRAUN et al. (2002) sugerem que o sucesso da expressdo da proteina estd
relacionado com a presenca de certos dominios € que a auséncia de modificagdes pos-
traducionais em E. coli poderia desestabilizar algumas proteinas eucariontes
particularmente as proteinas grandes.

Os manuais da Qiagen (2001) e do Sistema pET sugerem alguns motivos para a

auséncia ou baixa expressao tais como: (1) a proteina alvo poderia ser toxica ou instavel



para a célula hospedeira, ou o sistema de expressao poderia ser perdido durante o
crescimento da bactéria; (2) a expressdo de proteinas heterdlogas poderia diminuir o
crescimento do hospedeiro (produto toxico) inviabilizando a traducdo da proteina alvo ou
toda a sintese protéica poderia parar antes da proteina alvo ser detectada e nesses casos
observa-se a lise da célula; (3) proteinas recombinantes com regides hidrofobicas
freqiientemente possuem um efeito toxico sobre o hospedeiro devido a associacdo ou
interagdo dessa proteina com o sistema de membrana da bactéria; (4) poderia ocorrer a
degradacdo da proteina por proteases bacterianas, embora pouco provavel uma vez que a
linhagem BL21(DE3) normalmente usada para expressao ¢ deficiente para as proteases lon
e ompT, (5) a proteina alvo poderia ter uma meia vida de somente 2 minutos quando os
aminoacidos Arg, Lys, Phe, Leu, Trp e Tyr estdo presentes no amino-terminal. Por alguma
razdo esses aminodcidos determinariam uma relagdo entre os aminoacidos presentes no
amino-terminal da proteina e sua instabilidade na bactéria; (6) excesso de cddons raros na
proteina alvo e (7) mutagdo sem sentido.

As causas enumeradas acima sugerem razdes que sdo evidentes em alguns casos,
mas muito provavelmente ndo explicam a auséncia de expressio da DCRA. Segundo
WANG, et al. (2003) alguns genes ndo se expressam por alguma razao que nao € ébvia.

Dentre todas as construgdes realizadas (Tabela 2) a denominada Trx-DCRA
Neo/Bami1 possibilitou a expressdo da DCRA, porém na forma de corpos de inclusdo. Deste
modo foi necessario otimizar as condi¢des de cultivo para a expressdo da referida proteina
na fragdo solavel.

Para isso os experimentos de expressdo foram feitos com (1) a linhagem
BL21(DE3) (STUDIER et al., 1990) uma linhagem que cresce bem em meio LB e codifica
a T7 RNA polimerase sob o controle do promotor T7 e (2) linhagens hospedeiras com
diferentes caracteristicas genotipicas, como por exemplo, a linhagem AD494 para
expressao do pET 32a, a ER2566 para o pTYB2 (ver material ¢ métodos) e outras como a
BL21 SI, BL21 pT-GROE visando especificamente o aumento da solubilidade da proteina
alvo. No entanto, como ja citado, tais cuidados ndo trouxeram resultados positivos.

Ao mesmo tempo as construgdes realizadas nesse trabalho foram induzidas com
0,1; 0,4 ¢ 1,0 mM de IPTG, induzidas a 37°Ce20°C por 1, 2, 4, 6, 15 horas nos meios
nutritivos LB e Circle Grow. Essas variaveis as vezes trazem resultados satisfatorios, mas
ndo necessariamente.

PRYOR & LEITING (1997) compararam o uso de meio minimo (MM/CA) com

suplementa¢dao versus meio rico (LB) e concluiram que o meio minimo traz algumas



vantagens, pois reduz a expressao do promotor tac, possibilita que proteinas toxicas
possam ser induzidas em uma densidade celular maior do que no meio LB e geralmente
facilitam a purificagdo devido ao menor nimero de proteinas do hospedeiro frente a
proteina superexpressa. A redugdo da fonte de carbono e nitrogénio no meio simplifica as
vias de biossintese de aminoacidos e, portanto a quantidade de proteina do hospedeiro.
Além disso, a substituicdo do meio de cultura por um meio fresco antes da inducao
possibilita uma redu¢do no acimulo de metabodlitos no final do periodo de expressao,
novamente facilitando a purificacdo. Porém segundo esses autores a composicao do meio
ndo tem nenhuma relagao significativa com nivel de expressdo ou crescimento celular.

Nesse trabalho a fusdo dupla de genes (Trx-DCRA-GFP) e a temperatura de 20°C
apos a indugdo foram estratégias que trouxeram resultado satisfatorio na expressdo da
DCRA (Tabela 2).

Pela literatura observa-se que as proteinas parceiras amplamente usadas sdo a
tiorredoxina (Trx), maltose-binding protein (MPB), glutatione S-transferase (GST),
calmodulin binding protein (CBP), NusA e cellulose-associate protein (CAP). Em adi¢ao
o aumento da solubilidade freqiientemente tem sido associado com o tamanho da proteina
parceira, por exemplo, NusA (54 kDa), MBP (42 kDa) e GST (24 kDa) contribuiram para
aumentar a solubilidade respectivamente em 60%, 60% e 38% dos casos testados por
SHIH et al. (2002).

Embora o uso dessas proteinas tenha trazido resultados positivos na expressdo de
muitas proteinas heter6logas ainda nao ha um estudo comparativo dos efeitos de diferentes
proteinas de fusdes e possibilidades de tags na expressio e na solubilidade
(HAMMARSTROM, et al.,, 2002) corroborando novamente para que cada caso de
expressao seja unico.

Além disso, a diversidade de situagdes testadas para aumentar a solubilidade ¢ tao
vasta que nos parece que nao basta somente encontrar a melhor parceira ¢ preciso também
saber combina-la, j& que as vezes uma fusdo no C-terminal pode ser mais efetiva do que no
N-terminal. Em suporte a essa afirmagdo estd o fato de DIECKMAN et al. (2002)
observarem que varios clones reunidos no grupo denominado de grupo 2 exibiam
solubilidade diferencial quando expressos somente em fusdao com a His fag ou em fusao
His-CBP-tag, ja4 a combinacdo dos dois vetores his:pMCSG3 e his-CBP:pMCSG4
possibilitou um aumento de 10% na solubilidade das proteinas que compdem o grupo 2

quando comparado ao obtido com somente um dos vetores.



COULOMBE & MELOCHE (2002) observaram que a inser¢do da GST no C-
terminal da proteina de interesse, ao invés da configuragdo usual N-terminal derivada do
pGEX, foi mais efetiva na diminui¢do de forma de proteina truncada, isto ¢ uma proteina
menor devido ha um cédon de terminagdo prematuro (N-terminal) ou um possivel inicio
de traducao interno (C-terminal).

Finalizando, a fusdo de genes ¢ uma abordagem que tem trazido sucesso para a
obtencdo de proteinas soluveis em E. coli, no entanto a escolha da melhor parceira ¢
empirica e pelos inimeros exemplos citados na literatura e depois de todas as tentativas
para expressar a DCRA com diferentes parceiras concluimos que a proteina de fusdo ¢
proteina-especifica.

Assim a melhor abordagem para a expressao da DCRA foi a dupla fusdo de genes,
isto ¢, tiorredoxina do N-terminal ¢ GPF no C-terminal da DCRA, pois permitiu nao
somente que DCRA fosse expressa em E. coli como também contribuiu para o aumento da

solubilidade e da estabilidade.

5 Purificaciao da proteina Trx-DCRA-GFP

5.1 Cromatografia NI-NTA Superflow

O resultado da analise da purificagdo parcial através do fracionamento com sulfato
de amodnio em SDS-PAGE 15% indica que a fusdo tiorredoxina-DCRA-GFP precipita a
30% de sulfato de amonio. Apds a precipitacdo com sulfato de amoénio a solugdo protéica
foi devidamente dialisada e submetida a cromatografia de afinidade NI-NTA Superflow.
Durante a purificacdo observou-se que ao passar o sobrenadante pela coluna, a resina de
niquel de cor originalmente azul, passou a ter a coloracdo esverdeada, dada pela GFP,
indicando que a fusdo ficou retida na resina de afinidade.

A solugdo protéica contendo a fusdo tiorredoxina-DCRA-GFP comecou a ser eluida
na concentracdo de 50mM de imidazol. O fato da concentragdo de imidazol ser
relativamente baixa possibilita que a fragdo seja eluida com proteinas contaminantes, ou

seja, proteinas que se ligaram fracamente a resina.



Essa afinidade de ligacdo relativamente fraca entre a fusdo e a resina pode estar
relacionada ao fato da cauda de histidina ficar “ensanduichada” na construcdo, isto ¢
tiorredoxina-cauda histidina-DCRA-GFP.

Segundo o manual da Qiagen (2001) para evitar que contaminantes sejam eluidos
com a proteina ¢ aconselhdvel aumentar a forca i0nica ou a concentracao de detergente,
glicerol ou etanol para impedir interagdes inespecificas com a matriz, ou adicionar no
tampao de ligacdo baixas concentracdes de imidazol ou B-mercaptoetanol. Todas essas
sugestdes foram realizadas de acordo com o Manual da Qiagen (2001), mas apesar disso, a
proteina continuou sendo eluida com contaminantes (Figura 26). Optou-se entao por mais

uma etapa cromatografica.
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Figura 26. Analise da purificacdo da Trx-DCRA-GFP em cromatografia de afinidade
Ni-NTA Superflow. Proteinas visualizadas em SDS-PAGE 15%, coradas com azul de
Coomassie. (1) Marcador de massa molecular; (2) fracdo eluida em tampao contendo 50
mM de imidazol; (3 ¢ 4) 75 mM de imidazol; (5 ¢ 6) 100 mM de imidazol; (7 ¢ 8) 200 mM
de imidazol; (9 ¢ 10) 250 mM de imidazol.

5.2 Cromatografia Mono-Q HRS/S

Para a retirada dos contaminantes a fragdo purificada em cromatografia de
afinidade foi recromatografada em coluna de troca anionica Mono-Q HRS5/5. Apesar de

essa recromatografia ter exibido um pico de eluicdo bastante promissor (Figura 27), a



analise em SDS-PAGE dessas fracoes mostrou que a solugdo protéica ainda continha
contaminantes (Figura 28). Embora a andlise de espalhamento dindmico de luz das fracdes
purificadas indicasse um grau de homogeneidade satisfatorio para ensaios subseqiientes de
cristalizagdo o rendimento final da purificacdo era de 1 a 1,2 mg de proteina para cada 2
litros da suspensdao de células de E. coli, o que limitava a realizagdo dos referidos
experimentos.

A presenca de proteinas contaminantes na amostra sugere que (1) muito
provavelmente esses contaminantes possuem afinidade pela DCRA e ndo pela resina, ja
que Trx e GFP independentemente purificadas ndo apresentam contaminantes (2) ou a
proteina tiorredoxina-DCRA-GFP estava conformacionalmente heterogénea apresentando,
portanto, populagdes com diferentes afinidades pela resina.

Concluindo, as cromatografias de afinidade e de troca idnica usada para purificar a

fusdo tiorredoxina-DCRA-GFP ndo foram resolutivas devido a presenca constante de

contaminantes.
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Figura 27. Perfil cromatografico da eluiciio da tiorredoxina-DCRA-GFP na coluna de
troca anionica Mono-Q HR5/5. A amostra aplicada (fragdes mais puras obtidas na
cromatografia de afinidade NTI-NTA) foi concentrada por centrifugagcdo em Centricon 50.
A eluicao foi feita em um gradiente linear de 0 a 500 mM de NaCl em tampao Tris-HCI
25mM, pH 7,5 sob o fluxo de 1 mL/minuto e a elui¢do com 500 mM de NaCl.
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Figura 28. Analise da purificacio da Trx-DCRA-GFP em cromatografia de troca
anionica Mono-Q HRS5/S. Proteinas visualizadas em gel SDS-PAGE 15%, coradas com
azul de Coomassie. (1) Marcador de Massa molecular; (2, 3, 4 ¢ 5) amostras obtidas
durante o inicio do gradiente salino; (6, 7 e 8) fracdes eluidas com 500 mM de NaCl. As

amostras aplicadas nas colunas 6, 7 e 8 correspondem ao pico maior observado na figura
27.

5.3 Cromatografia em Superose 12 HR10/30

Para a retirada dos contaminantes, a fra¢do purificada em cromatografia de
afinidade foi recromatografada em coluna Superose 12 HR10/30. Embora essa
recromatografia tenha exibido um pico de eluicdo promissor (Figura 29), a andlise em
SDS-PAGE dessas fragdes mostrou que a solucio protéica ainda continha contaminantes
(Figura 30) o que limitava a realizacdo dos experimentos subseqiientes uma vez que se
perde muita proteina apds varias cromatografias.

Como a DCRA ainda estava em fusdo com as proteinas parceiras tiorredoxina e
GFP e foi eluida com véarios contaminantes ndo foi possivel a determinacdo da massa

molecular aparente da DCRA.
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Figura 29. Perfil cromatografico da elui¢io da tiorredoxina-DCRA-GFP na coluna
Superose 12 HR 10/30. A amostra aplicada (fragdes mais puras obtidas na cromatografia
de afinidade (NTI-NTA) foi concentrada por centrifugagao em Centricon 50).
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Figura 30. Analise da purificacio da Trx-DCRA-GFP em cromatografia de exclusiao
molecular Superose 12 HR 10/30. Proteinas visualizadas em SDS-PAGE 15%, coradas
com azul de Coomassie. (1) Amostra injetada na coluna; (2 a 10) fra¢des eluidas (estas
fragdes correspondem aos dois picos maiores observados na figura 29).



6 Clivagem da proteina Trx-DCRA-GFP com a enteroquinase

Tradicionalmente a purificagdo de proteinas recombinantes em cromatografia de
afinidade freqlientemente inclui passos extras para remover a fusdo da proteina alvo
através de clivagens enzimaticas.

A presenca do sitio de clivagem reconhecido pela enteroquinase presente no vetor
pET32a e entre DCRA e GFP permitiriam separar as fusdes tiorredoxina e GFP
respectivamente fundidas no N e no C-terminal da DCRA. Para isso fez-se a digestdo
proteolitica com a enzima enteroquinase, visto que, tomou-se o cuidado inicial de analisar
se havia algum sitio interno de reconhecimento para proteases na seqiiéncia primaria de
aminoacidos da DCRA.

A andlise in silico revelou que na seqiiéncia primaria de aminoacidos da DCRA nao
ha seqiiéncias de reconhecimento para as enzimas enteroquinase ¢ Fator Xa, entretanto,
ap6s a clivagem com a protease enteroquinase observou-se que ocorreram varias
proteolises inespecificas em todas as condicdes testadas (Figura 31).

Infelizmente as endopeptidades sofrem muitas limitagdes tais como presenga de
sitios de clivagem secundarios, clivagem incompleta ou até mesmo inibicdo da clivagem
devido ao enovelamento da proteina (STEVENS, 2000). A enteroquinase reconhece a
seqiiéneia Asp-Asp-Asp-Asp-Lys', mas dependendo da conformagdo do substrato pode
reconhecer outros residuos bésicos formando o entdo denominado sitio de clivagem
secundario (STEVENS, 2000, op cit).

STOLL et al. (1998), relataram que somente foi possivel a expressdo da proteina
VanH na forma soltvel quando expressa em fusdo com a tiorredoxina, no entanto todas as
tentativas de clivagem com enteroquinase para a retirada da fusdo resultaram em prote6lise
inespecifica.

Inicialmente pensou-se que tais protedlises teriam acontecido porque as fusdes
tiorredoxina e GFP poderiam ter deixado o acesso ao sitio de protease estericamente
desfavorecido. No entanto, o padrdo de clivagens observado demonstrou que com o passar
do tempo de incubag¢do, a banda referente a fusdo gradualmente ia diminuindo,
confirmando que a fusdo estava sendo clivada. Porém também relevou que além das
bandas na altura 17 kDa e 27 kDa previstas respectivamente para a tiorredoxina e a GFP,
havia inumeras bandas inespecificas. Além disso, a auséncia da banda na altura de 33 kDa
prevista para DCRA (Figura 31) sugere que esta proteina apos ser liberada das fusdes,

poderia ter um comportamento muito instavel. Em contraste GFP ¢ altamente resistente a



protedlise in vivo e in vitro (SKOSYREV et al., 2003) ¢ de alguma forma estabilizou a
fusdo, pois ndo foram observadas clivagens inespecificas no controle.
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Figura 31. Analise da clivagem da proteina tiorredoxina-DCRA-GFP. SDS PAGE
15% corado com azul de Coomassie. (1) Marcador de massa molecular; (2) controle nao
clivado; (3 a 7) clivagem durante 1 hora com 0,1; 0,2; 0,5; 0,7 ¢ 1,0 U de enteroquinase
respectivamente; (8) controle ndo clivado (9 a 13) clivagem durante 2 horas com 0,1; 0,2;
0,5; 0,7 e 1,0 U de enteroquinase respectivamente. As bandas de aproximadamente 77, 27
e 14 kDa correspondem respectivamente a fusdo, a GFP e tiorredoxina.

Segundo VARSHAVSKY (1996) muitas proteinas possuem um longo tempo de
vida como componentes de grandes complexos tais como ribossomos e proteinas
oligoméricas, mas, sao metabolicamente instaveis como subunidades livres. Se
considerarmos que DCRA possui um putativo dominio conservado de Vps26 e que esta
proteina ¢ componente de um retrdmero (complexo multimérico) que compreende 5
proteinas (Vps35, Vps29, VpsS, Vpsl7, e Vps26), entdo DCRA poderia ser estavel quando
fusionada a outras proteinas e se tornar instdvel quando desagregada da associacdo com
Trx e GFP. Além disso, REDDY & SEAMAN (2001) observaram que a remocao do C-
terminal de Vps26p fez com que essa proteina tivesse uma meia-vida inferior a 10 minutos,
sugerindo que a remocgao do C-terminal afetou a estabilidade da proteina in vivo.

SATI et al. (2002) clonaram seis formas truncadas da proteina Pfg27 em fusao com
a MBP (maltose binding protein) e em todas elas havia sucesso na retirada da fusdo por
clivagem proteolitica, no entanto, em cinco das seis construgdes a proteina Pfg27 truncada
precipitava apos a retirada da proteina de fusdo indicando que Pfg27 estava incorretamente

enovelada. Somente a construc¢io denominada Pfg27* e que continha um residuo adicional



de 17 aminodcidos era estavel e soluvel apos a clivagem da fusdo. Segundo SATI et al. (op
cit) o tamanho e a seqiiéncia especifica desses 17 aminodcidos podem ter contribuido para
o efeito observado. Fenomeno semelhante em que a presenga de uma cauda extra no C-
terminal aumenta a estabilidade de proteina superexpressa também foi relatado por
SILBER, KEILER & SAUER (1992).

Para YOKOYAMA (2003) uma grande fragdao de proteinas identificadas como
“bem expressa” no sistema hight-throughput poderia ter um comportamento instavel,
formar corpos de inclusdo e enovelamento parcial uma vez que as tag popularmente usadas
algumas vezes melhoram o comportamento de tais proteinas, contudo freqlientemente a
clivagem dessa cauda da fusdo resulta em baixa solubilidade e estabilidade.

A meia vida de proteinas em qualquer célula viva varia de poucos segundos ha
muitos dias. Entre as fungdes intracelulares de protedlise celular estd a eliminacdo de
proteina anormal, manuten¢do do reservatério de aminoacidos e geragdo de fragmentos
protéicos que atuam como hormonios, antigenos ou outros efetores. A instabilidade in vivo
das proteinas estd possivelmente condicionada a uma determinada ordem de certos
aminodcidos na estrutura primdria de uma dada proteina (GURUPRASAD, REDDY &
PANDIT, 1990).

GURUPRASAD, REDDY & PANDIT (op cit.) analisaram a seqiiéncia de
aminoacidos de proteinas estdveis e instdveis e propuseram um indice para predi¢do de
instabilidade. De acordo com a predigdo desses autores proteinas com indice de
instabilidade menor do que 40 ¢ predita ser estavel, enquanto que valores maiores de 40
predizem que a proteina possa ser instavel. O indice de instabilidade, predito no servidor

http://us.expasy.org/tools/protpar-ref.html para a DCRA ¢ 35,26 sendo entdo, classificada

como estavel.

Virios estudos tém mostrado que residuos polares no carboxi terminal da proteina
sdo capazes de evitar o reconhecimento por proteases especificas e apontam para uma
natureza complexa e multifatorial do enovelamento da proteina indicando que os

fendmenos de estabilidade ou instabilidade de uma proteina ainda ndo sdo completamente

entendidos (SATI et al., 2002).



7 Espalhamento Dindmico de Luz

A cristalizagdo de macromoléculas biologicas freqiientemente representa a etapa
limitante em analises cristalograficas com Raio X. O sucesso da cristalizagdo depende de
varios fatores entre eles uma solugao protéica homogénea. Infelizmente a pureza covalente
normalmente analisada em SDS-PAGE ou espectrofotometria de massa aliada com
exaustiva selecdo de condicdes de cristalizagdo ndo garantem o sucesso desejado (FERRE-
D’AMARE & BURLEY, 1994).

A técnica do Espalhamento Dindmico de Luz pode ser empregada para a selegao da
solucao protéica monodispersa candidata a cristalizagcdo restringindo as condigdes de
cristalizacdo somente para preparagdes monodispersas e conseqlientemente eliminando
tempo e custos de se trabalhar com materiais inadequados (FERRE-D’AMARE &
BURLEY, 1994 op cit).

Os resultados do espalhamento dindmico de luz indicaram que a amostra protéica
tiorredoxina-DCRA-GFP tinha um raio hidrodinamico de 4,00 nm e uma massa molecular
estimada de 86 kDa. A massa molecular predita era de aproximadamente 80 kDa, assim
essa diferenca de 6 kDa poderia ser atribuida ao fato da fusdo ndo ser totalmente globular.
Além disso, pelo histograma representativo do raio hidrodinamico da proteina Trx-DCRA-
GFP (Figura 32) pode-se dizer que a solugdo protéica apresentava-se com um grau de

homogeneidade adequado para que fosse submetida aos ensaios de cristalizagao.
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Figura 32. Histograma representativo do raio hidrodinAmico da proteina
tiorredoxina-DCRA-GFP obtido pela técnica de espalhamento dindmico de luz.

8 Ensaios de cristalizacao

A cristalizagdo freqiientemente representa uma etapa critica nos estudos estruturais,
pois o sucesso do crescimento do cristal de proteinas ¢ estritamente dependente da pureza
da amostra, isto €, livre de contaminantes, monodispersa (todas do mesmo tamanho),
homogénea, “conformacionalmente pura” e com auséncia de outras microheterogeneidades
estruturais que compreendem variagdes na estrutura primaria, secundaria, tercidria bem
como a presenca de agregados (STEVENS, 2000). Além disso, cada proteina possui
condi¢des de cristalizagdo especificas e algumas até cristalizam mesmo na presenca de
impurezas (STEVENS, 2000 op cit.). Por isso, o crescimento de um cristal pode ocorrer
em 15 minutos ou em 1 ano (HAMPTON Research User Guide).

Até o momento, as condi¢des de cristalizacao testadas (fatoriais I e II), ndo foram
satisfatorias. Em algumas condi¢des dos fatoriais I e II houve a formagao de precipitados,
uma semana apos a montagem das caixinhas de cristalizacdo e auséncia de cristais nas

demais. A formagdo de precipitado nas gotas indica que a supersaturacdo relativa da



amostra ou do reagente era alta demais, que houve desnaturagdo da amostra ou que esta
estava heterogénea.

Devido a grande dificuldade na obtengdo da solugdo protéica em quantidade e com
grau de homogeneidade necessaria bem como a retirada das fusdes, acredita-se que a
expressao da DCRA em hospedeiro eucarioto seria a melhor abordagem, assim a Histag-

DCRA foi clonada no vetor pcDNA3.

9 Predicoes in silico

Através da andlise da seqiiéncia primaria de aminoéacidos ¢ possivel predizer e
sugerir uma possivel funcdo de acordo com a presenca de motivos e dominios especificos,
caracterizagdo bioquimica e a localizacdo subcelular. A funcdo de uma proteina esta
estritamente correlacionada com sua localizacao subcelular. Assim, a identificacdo e a
caracterizacdo de componentes protéicos da maquinaria e da estrutura celular sdo passos
essenciais ndo somente para definir a fun¢do génica, mas também para o entendimento das
fungdes celulares e sua regulacio.

Os Web Softwares disponibilizam ferramentas que possibilitam a obtengao de pistas
adicionais que auxiliam na caracterizacdo funcional de novas proteinas e
conseqiientemente essas informagdes auxiliam no delineamento experimental que visa a
caracterizagdo de proteinas de fun¢do ainda desconhecidas.

Para predizer a localizagdo subcelular de uma proteina, o primeiro método poderia
ser a procura de seqiiéncias sinal na estrutura primaria da proteina. Outra possibilidade
seria inferir a localizagdo a partir da comparacgao da seqiiéncia de aminoacidos da proteina
alvo com outras proteinas de localizagdo conhecida. Proteinas citoplasmaticas possuem
propor¢des eqiiitativas de aminoacidos basicos e acidos, proteinas extracelulares possuem
maior porcentagem de residuos 4cidos enquanto que em proteinas nucleares predominam
os residuos basicos (ANDRADE, O’DONOGHUE & ROST, 1998), poucos aminoacidos
hidrofobicos especialmente os aromaticos, e geralmente alta propor¢do de serina, treonina,
prolina, asparagina e glutamina (CEDANO et al., 1997). As proteinas de membranas sao
ricas em residuos hidrofobicos ja as intracelulares sdo pobres em cisteina e relativamente

ricas em aminodcidos alifaticos e com carga (CEDANO et al., 1997 op cit).



Os compartimentos onde uma proteina pode ser encontrada sdo, citoplasma, cito-
esqueleto, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi, lisossomo, mitocondria, ntcleo,

peroxissomo, membrana plasmatica, cloroplasto (plantas) e vacuolo (fungos).

9.1 Estrutura priméaria da proteina DCRA

A proteina DCRA (Down Syndrome Critical Region Protein A), também
denominada DSCR3 (Down Syndrome Critical Region Protein 3) ¢ composta por 297
aminoacidos (com uma massa molecular de 33 kDa), possui proporgdes eqiiitativas de
aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos, tem um pl predito de 7,63, apresenta auséncia do
aminoacido triptofano, oito cisteinas e predominio dos aminoacidos valina e leucina.

Analisando a seqiiéncia de aminoacidos da DCRA observamos que ela possui

49,83% de aminoacidos hidrofobicos € 50,17% de aminoacidos hidrofilicos.

1 MGTALDIKIK RANKVYHAGE VLSGVVVISS KDSVQHQGVS LTMEGTVNLQ LSAKSVGVFE
61 AFYNSVKPIQ IINSTIEMVK PGKFPSGKTE IPFEFPLHLK GNKVLYETYH GVEVNIQYTL
121 RCDMKRSLLA KDLTKTCEFI VHSAPQKGKF TPSPVDFTIT PETLONVKER ALLPKFLLRG
181 HLNSTNCVIT QPLTGELVVE SSEAAIRSVE LQLVRVETCG CAEGYARDAT EIQNIQIADG
241 DVCRGLSVPI YMVFPRLEFTC PTLETTNFKV EFEVNIVVLL HPDHLITENF PLKLCRI

Figura 33. Seqiiéncia de aminoacidos codificados pelo gene DCRA.

9.2 Similaridade

O alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da DCRA mostrou que esta proteina
apresenta 57% e 49 % de identidade respectivamente com uma proteina de Anopheles
gambiae e de Drosophila melanogaster ambas de funcdo desconhecida. Além de
apresentar 91% de identidade com uma proteina conservada ndo caracterizada de Mus
musculus; 41% de identidade com uma proteina desconhecida de Arabidopsis thaliana;
21% de identidade com Vps26 (Vacuolar sorting protein) e 79% de identidade com uma

proteina hipotética humana sugerindo uma provavel fun¢do conservada dessas proteinas.
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Figura 34. Alinhamento multiplo de seqiiéncias similares a DCRA realizado no
programa Multalin usando a matriz Blosumé62-12-2. A proteina DCRA foi alinhada
com dcra de Mus musculus (Mus), proteina de Anopheles gambiae (Anoph), Drosophila
melanogaster (Drosop), Vacuolar sorting protein (Vsp26) e uma proteina hipotética
humana, isto ¢ codificada por um gene conservado, mas com fun¢do ainda desconhecida
(hipot).

9.3 Predicao de dominio

A predigdo de que DCRA possui um putativo dominio conservado de Vps 26
sugere uma similaridade de funcdo entre essas duas proteinas. As Vps (vacuolar sorting
protein) sdo proteinas envolvidas no transporte para o vacuolo.

O gene Vps26 de levedura ¢ homologo a HB58 de camundongo, um gene essencial
para o completo desenvolvimento embrionario de camundongo (LEE et al., 1992).
Segundo EDGAR & POLAK (2000) a expressdao de HB58 ¢ particularmente essencial ndo

no inicio da embriogénese, ja que o desenvolvimento das anormalidades inicia-se no 7,5



dias apds a fecundacao, mas sim apos esse periodo, pois mutagdes no gene HB58 causam
uma paralisacdo no desenvolvimento por volta do 9,5 dias.

EDGAR & POLAK (2000) observaram que as proteinas Vps26 e HB58 sao
homoélogas a uma grande familia de transportadores ABC (ATP Binding Cassete) das
adenosinas trifosfatases de trafegos (ATPases) bacterianas responsaveis pelo transporte de
pequenas moléculas através da membrana. Esses autores propuseram que a hidrolise de
ATP mediada pela Vps26 e HB58 seria utilizada para o revestimento interno do retrdmero.
Essa hipotese estd baseada no fato de que essas proteinas sao homologas a HisP (uma
ATPase bacteriana envolvida no transporte de histidina), além disso, essa homologia
permitiu Edgar e Polak identificarem um dominio de ligagdo a ATP (motivo GXSXXG)
localizado no N-terminal de HB58 entre os residuos 45-50.

Andlises in silico da seqiiéncia de aminoacidos da DCRA indicam um putativo
dominio de ligagdo a ATP nos residuos 82-89 (Tabela 3) refor¢ando a hipotese de que
DCRA e Vps26 podem desempenhar fungdo similar.

Apesar das Vps serem bem conhecidas em levedura, em mamiferos a funcdo de
proteinas homologas a Vps ainda ndo estd completamente elucidada.

KIM et al. (2001) identificaram recentemente duas homologas as Vps em humanos
(hVpsl e hVpsl8) e sugeriram que as hVps estdo associadas com a via
endossomo/lisossomo e localizam-se nos compartimentos citossolico e fragcdes de
membrana. As hVps sdo altamente expressas em coracdo, musculo esquelético, rim,
figado, placenta e em varias linhagens celulares sugerindo que estas proteinas exercem
uma funcao fisioldégica comum (KIM et al., 2001 op cit.).

Experimentos de purificacdo, realizados em cromatografia de exclusdo molecular,
mostram que hVps35, hVps29 e hVps26 tanto endogenas como recombinantes co-eluem
como um grande complexo de aproximadamente 240-440 kDa, dando suporte a hipotese
de similaridade estrutural entre as proteinas de levedura e as de humanos (HAFT et al.,
2000).

Segundo HAFT et al. (2000 op cit.) na auséncia de hVps35 as proteinas hVps29 e
hVps26 ndo se associam ao complexo sugerindo que em mamiferos também ha a formacao
de um putativo complexo multimérico semelhante ao de leveduras.

A verdadeira fun¢ao de Vps26 ainda ¢ desconhecida, porém os dados de REDDY &
SEAMAN (2001) sugerem que Vps26 promove as interagcdes entre o componente de
selecdo de carga de Vps35p e os componentes estruturais VpsSp/Vps17 (Figura 35).



As proteinas Vps5p e Vpsl7 possuem homologia com os genes SNX1 e SNX2
(Sorting Nexins) de mamiferos (EDGAR & POLAK 2000, op cit.). O SNX1 liga-se a
cauda citoplasmatica do fator de crescimento epidermal (EGFR) que provavelmente tem a

funcdo de direcionar o EGFR para o lisossomo (KURTEN, CADENA & GILL, 1996).
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Figura 35. Representacio esquemaitica da formacdo do retromero. O dominio
citoplasmatico de Vps10 de levedura é reconhecido por um complexo de multisubunidades
denominado de retrdmero, o qual transporta Vps10 para o complexo de Golgi. O retromero
contém subunidades de Vps35p, Vps26p, Vps29p, Vpsl7p e VpsSp. Vps35 é uma
subunidade do retrdmero que seleciona a proteina cargo a ser transportada. Cada
subunidade deste retrdmero existe dentro de dois subcomplexos, e acredita-se que a auto-
reunido de cada subcomplexo de Vps35p e Vpsl7p coordena os complexos que contém
Vps35p, Vps29p, Vps26 e moléculas cargos e conseqiientemente a formacgdo da vesicula
(Fonte: PFEFFER, 2001).

9.4 Modificagdes pds-traducionais

A andlise in silico da seqliéncia de aminoacidos da DCRA sugeriu 2 provaveis
sitios de N-glicosilagdo, 5 provaveis sitios de fosforilagdo de caseina quinase C, 4
provaveis sitios fosforilagdo de caseina quinase II, 4 provaveis sitios N-miristoilagdo, 1

provavel sitio microcorpo C-terminal, 1 provavel sitio de ligagdo ATP/GTP (P-loop), 7



serinas (aminoacidos 29,33,55,74,86,153,201), 4 treoninas (aminoacidos 119,151,160,218)
e 4 tirosinas (aminodcidos 63,106,225,251) potencialmente alvos de fosforilacao.

Os residuos de serina, treonina e tirosina quando fosforilados afetam a magnitude
dos processos de sinalizacdo celular, no entanto, o significado biologico dessas

informacdes na seqiiéncia da DCRA ainda nao ¢ conhecido.

Tabela 3: Predicao in silico de motivos estruturais na proteina DCRA. A predicao dos
motivos foi realizada como descrito em métodos.

Motivos Aminodcidos
N-glicosilacao NSTI 73-76
NSTN 183-186
Fosforilagao de caseina quinase C SSK 29-31
SAK 52-54
SVK 65-67
SGK 86-88
TLR 119-121
Fosforilagdo de caseina quinase I1 TALD 3-6
SSKD 29-32
STIE 74-77
SPVD 153-156
N-miristoila¢ao GVSLTM 38-43
GVFEAF 57-62
GVFVNI 111-116
GCAEGY 220-225
Microcorpo C-terminal CRI 295-297
Ligacdo ATP/GTP (P-loop) GKFPSKT 82-89

9.5 Topologia

A célula eucariota ¢ constituida por organelas, compartimentos, cada um com uma
funcdo especifica que exige distintos conjuntos de proteinas e enzimas. A maioria das
proteinas € sintetizada sobre ribossomos no citossol, algumas poucas que sdo sintetizadas
pelos ribossomos de mitocondrias e plastos, e enderecadas a locais especificos na célula
devido a presenca de uma curta seqiiéncia de aminoacidos denominada de seqii€ncia sinal.

A maioria das proteinas ndo possui esse sinal e conseqiientemente permanecem no

citoplasma como residentes permanentes. Outras, contudo, tém sinais especificos que



direcionam seu transporte do citoplasma para o nucleo, reticulo endoplasmatico,
mitocondria, peroxissomos ou plastos (em plantas). Além disso, os peptideos sinais
também podem direcionar o transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico para outros

destinos na célula como, por exemplo, a secrecdo para o espago extracelular.

9.5.1 PSORT 11

A predicao de sinais e a possivel localizacao subcelular da DCRA foram feitas

utilizando-se o programa PSORT II (http://psort.nibb.ac.jp/form2.html) e resultou numa

predicdo de 60,9% de possibilidade de ser citoplasmatica devido a auséncia de sinais para

localizagdo da proteina em diferentes organelas.

9.5.2 TargetP

A andlise da seqiiéncia de aminoacidos da DCRA ndo revelou a presenga de
nenhum peptideo sinal reforgando a predi¢do de que sua localizacgao seja citoplasmatica. O
peptideo sinal (SPs) ¢ responsavel pelo enderecamento da proteina para o ER para

subseqiiente transporte por vias secretdrias.

9.6 Estrutura secundaria

A predi¢cdo de estrutura secundaria, baseada na seqiiéncia primaria de aminoacidos
da proteina DCRA, foi feita pelo método de ROST & SANDER (1993) que combina
informacdes evolutivas e de rede neural. O resultado indica que DCRA pode ser
classificada como uma proteina globular mista com auséncia de um dominio compacto
composta por 2,7 % de a-hélice; 41,8 % de folhas e 55,6 % de loop. Os resultados da
predicdo de estrutura secundaria obtida pelo método McGUFFIN; BRYSON & JONES
(2000) sao semelhantes aos de ROST & SANDER e podem ser visualizados na Figura 36.
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Figura 36. Representacio esquematica da estrutura secundiria da DCRA obtida pelo
método de McGUFFIN; BRYSON & JONES (2000) como descrito em Métodos.



10 Anticorpos

Os anticorpos podem ser uteis para prover informagdes criticas sobre a localiza¢ao
da proteina dentro de uma célula, para a determinacdo dos niveis de expressdo protéica,
entre outros, dai a grande importancia da obtencdo de anticorpos contra a DCRA.

O antissoro contra a tiorredoxina-DCRA-GFP recombinante foi satisfatoriamente
produzido em camundongo e a especificidade do antissoro tiorredoxina-DCRA-GFP foi
avaliada usando Western Blotting contra GFP e tiorredoxina recombinantes, solugdo
protéica de tiorredoxina-DCRA-GFP parcialmente purificada, extrato protéico de células
CHO transfectadas com Flag-DCRA-myc e extrato protéico de células de mamifero
completa ou parcialmente desnaturadas. No entanto, o soro imune reconheceu somente a

tiorredoxina, tiorredoxina-DCRA, Trx-DCRA-GFP e a Flag-DCRA-myc (Figura 37).

—» Flag-DCRA-myc

Trx

Figura 37. Analise do antissoro através de Western-Blot. Membrana de nitrocelulose
mostrando em A: (1) o reconhecimento das proteinas Trx; (2) Trx-DCRA; (3,4)
Tiorredoxina-DCRA-GFP parcialmente purificada e em (B) reconhecimento da proteina
Flag-DCRA-myc.

O ndo reconhecimento da proteina DCRA endogena no extrato celular pelo
antissoro sugere que (1) o teste usado poderia ndo ter tido a sensibilidade necessaria para a
deteccao da DCRA, (2) a proteina DCRA enddgena ndo ¢ eficientemente sintetizada ou ¢
rapidamente degradada ou (3) o anticorpo obtido poderia ndo ter especificidade contra a
proteina parental. A DCRA humana possui 91% de identidade com a dcra de camundongo
e essa seqiiéncia altamente conservada poderia ter estimulado uma pequena resposta

imune. Além disso, os anticorpos policlonais sdo produtos de muitas populagdes diferentes



de células produtoras de anticorpos e, portanto, apresentam diferente afinidade pelo
antigeno.

Uma maneira de contornar a dificuldade em se obter anticorpos com titulagdo
desejavel ¢ sintetizar peptideos baseados na predi¢ao do potencial antigénico da proteina
alvo. Para gerar anticorpos policlonais os cuidados que devem ser tomados na escolha de
tais fragmentos peptidicos de acordo com KOLASKAR & TONGAONKAR (1990) sao:
(1) peptideos antigénicos deveriam estar localizados em uma regido acessivel ao solvente e
conter residuos hidrofilicos e hidrofobicos. Estes residuos sdo raramente encontrados em
estruturas ordenadas como a-hélice e folha f (SAMBROOK & RUSSEL, 2001), (2)
preferencialmente deve-se selecionar peptideos em regides de /oop que conectam motivos
de estrutura secundéria evitando-se peptideos localizados em regides de hélice, (3) quando
possivel escolher peptideos que ndo pertencem ao N ou C-terminal da proteina, pois se a
proteina alvo sofrer modificagdo pds traducional o anticorpo ndo mais reconhecera a
proteina alvo (VAN BEIJNUM et al., 2002) e (4) eliminar peptideos que contenham sitios
para N-glicosilagdo. Mesmo com todos esses cuidados VAN BEIINUM et al. (2002)
observaram que dos 20 anticorpos fago especificos contra as 5 proteinas superexpressas em
cancer de colon-retal apenas 2 reconheceram a putativa proteina parental no tecido
primario.

A analise in silico da seqiiéncia da DCRA, realizada no programa desenvolvido por
KOLASKAR & TONGAONKAR (1990 op vcit.) e disponivel no servidor

http://mif.dfci.harvard.edu/Tools/antigenic.html, indica a presenca de 11 regides

antigénicas espalhadas ao longo da proteina. Se considerarmos essas 11 regides mais a
presenca de loops preditos in silico, entdo teoricamente DCRA seria capaz de evocar uma
resposta imune. Sabe-se que as regides de antigenicidade para as proteinas globulares
normalmente sdo atribuidas as regides de loop (FERRIERES, et al., 1998).

Além disso, a presenca da GFP na fusao também deveria ser fortemente antigénica
uma vez que essa proteina pertence a um cnidario e, portanto, bastante distante do ponto de
vista evolutivo.

Conclui-se, portanto, que o anticorpo obtido era capaz de reconhecer a DCRA

superexpressa na bactéria, mas ndo a DCRA endogena por motivos ainda desconhecidos.



11 Localizacio subcelular da DCRA em células de mamiferos

A identificagdo e a caracterizagdo da localiza¢do subcelular de proteinas sdo passos
essenciais ndo somente para sugerir a fungdo do gene, mas também para contribuir para o
entendimento da fun¢do e da regulagdo celular.

A GFP (Green fluorescent protein) uma proteina de 27 kDa ¢ comumente utilizada
como proteina repdrter para estudos de localizagdo celular por ndo apresentar qualquer
seqliéncia envolvida em enderecamento celular, dispensar tratamentos que poderiam
prejudicar a arquitetura celular tais como a permeabilizacdo e permitir a visualizagdo mais
detalhada dos eventos celulares muitas vezes prejudicados pela coloragdo com anticorpos
(background). Estas propriedades intrinsecas da GPF somadas a sua fluorescéncia estavel e
independente de qualquer fator ou substrato, acrescido do fato dessa proteina ndo ter
mostrado interferéncia na localizacdo de proteinas (PINES, 1995) a tornam uma atrativa
escolha para estudos de processos celulares. Devido ao seu pequeno tamanho, a GFP pode
difundir passivamente através do complexo do poro nuclear, por isso ¢ visualizada, em
célula de mamifero, uniformemente distribuida entre nucleo e citoplasma (padrao N+C)
(BULLIDO et al., 2000).

A proteina DCRA ¢ composta por 297 aminoacidos com uma massa molecular de
33 kDa, possui propor¢ao eqiiitativa de aminoacidos hidrofilicos e hidrofobicos, mas até o
presente momento nada foi descrito sobre sua localizagdo subcelular, fungdo, bem como
sua implicacao com a SD.

A localizacdo da DCRA em fusdo com o C-terminal da GFP (GFP-DCRA) foi
predominantemente nuclear em todas as linhagens celulares usadas (CHO-K1, COS-7 e
HEK293) (Figura 38) apesar da andlise in silico da seqiiéncia de aminodcidos da DCRA
nao ter revelado nenhum sinal classico de importe para o nucleo (como o NLS SV40 7-
antigen ou M9 Domain), mitocondriais, vias secretdrias bem como sitios de clivagem.
Enquanto que células transientemente transfectadas somente com pEFGPCI1 ou pEGFPNI

exibiram o padrao N+C, isto ¢ distribui¢do homogénea na célula (Figura 38).
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Figura 38. Distribuicdo subcelular de GFP ¢ GFP-DCRA nas linhagens CHO-K1,
COS-7, e HEK 293 transientemente transfectadas. (A,C, E) padrao de distribui¢ao N+C
(distribuicdo homogénea na célula); (B) padrao de distribuicdo N>C (intensidade mais

forte no ntcleo do que no citoplasma); (D e F) padrao de distribuicao N (forte intensidade
no nucleo).



A localizacdo nuclear da GFP-DCRA foi confirmada pela comparagdo da

fluorescéncia azul emitida pelo DNA nuclear corado com DAPI (Figura 39).

Figura 39. Distribuicio subcelular de GFP-DCRA na linhagem CHO-K1
transientemente transfectada. A. Célula CHO-K1 expressando pEGFP-DCRA
mostrando padrdo de distribuicdo N (forte intensidade no nucleo) B. Célula CHO-K1
expressando pEGFP-DCRA corada com DAPI para indicar a localizagdao do nucleo.

A observagdo de que a localizacao de GFP-DCRA em todas as linhagens celulares
testadas foi significativamente nuclear com presenca citoplasmatica (Figura 38B) levantou
uma interessante questao sobre a localizagdo celular dessa proteina. Como predigdes feitas
no programa PSORT II sugeriam que se tratava de uma proteina citoplasmatica (60,9% de
probabilidade) a presenca da DCRA no nucleo indicava que poderia haver um sinal nuclear
atipico, enquanto que a significativa presenca de GFP-DCRA no citoplasma poderia ter
sido causada por um motivo hidrofoébico similar a um putativo NES (nuclear export signal)
ou sinal de retengdo citoplasmatico.

Sabe-se que o transporte de macromoléculas entre o citoplasma e o nucleo ¢ um
processo muito importante para a manutencao da vida e ocorre através de interagdes diretas
entre proteinas especificas que reconhecem o sinal de localizagao nuclear (NLS).

A localizagdo nuclear das proteinas pode ocorrer através de dois mecanismos,
difusdo passiva ou transporte ativo (GUIOCHON-MANTEL et al., 1991). No entanto, a
maioria das proteinas entra no nucleo através de um processo que envolve gasto de energia
e reconhecimento de um sinal de localizagdo nuclear especifico.

O NLS ¢ formado por um conjunto de residuos de aminoécidos basicos

(monopartido) ou por dois conjuntos separados por 10 a 12 residuos de aminoacidos



(bipartido). E reconhecido por um receptor complexo formado pelas importinas o ¢ p. A
importina a ¢ uma proteina adaptadora constituida por um dominio de liga¢do a importina
B e um dominio de ligagdo ao C terminal do NLS. As importinas 3 sdo importantes por
auxiliarem o importe das importinas o através do poro nuclear (NPC).

Em adi¢do a esses sinais, tem sido mostrado que algumas proteinas possuem sinais
de retencao nuclear (NRS) ou sinal de retencao citoplasmatico (CRS) que contribuem para
a determinacdo da localizagdo celular (BULLIDO et al.,, 2000). Ha varias maneiras
especificas pelo qual o transporte nuclear pode ser regulado, sendo que um dos mais bem
conhecidos ¢ a retengdo citoplasmatica no qual a proteina endere¢ada ao ntcleo € retida no
citoplasma pela ligagdo a uma “estrutura ancora” ou a um parceiro que seqiiestra o0 NLS
(BIRD et al., 2001).

JANS et al. (2000) acreditam que o provavel reconhecimento de seqiiéncias alvo
representa o ponto chave do transporte nuclear. A eficiéncia desse reconhecimento pode
ser modificada pela presenga de multiplos NLS, pela modificagdo de seqiiéncias
flanqueadoras e pela acessibilidade ao NLS pela maquinaria de importe celular (SHANG et
al., 1998; GORLICH & MATTAI, 1996).

Assim com objetivo de testar a hipotese da presenga de um putativo sinal NLS
atipico formas truncadas com 42, 60, 118, 212, 110 aminoacidos a partir da por¢do N-
terminal e com 45 aminoacidos da por¢do C-terminal da DCRA foram geradas com base
em predicdo de motivo (dominio estrutural pequeno que pode ser reconhecido em varias
proteinas), dominio (por¢do continua discreta da seqiiéncia de aminoacidos que pode ser
relacionado a uma fun¢do particular) e de serinas, treoninas e tirosinas que poderiam ser
sitios de fosforilagdo e assim contribuir para o importe nuclear dessa proteina (ver Tabela
3).

Cada um desses fragmentos tinha como ultimo aminodcido, respectivamente
treonina (T), 4cido glutdmico (E), glutamina (Q) e isoleucina (I) (Figura 4). No entanto, a
transfecgdo celular das constru¢des formas truncadas da GFP-DCRA apresentaram padrao
de distribuicdo exclusivamente citoplasmatico em todas as linhagens celulares testadas
descartando, portanto, a possibilidade de NLS atipico, NES ou sinal de retengao

citoplasmatico (Figura 40).
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Figura 40. Distribuicao subcelular das formas truncadas da GFP-DCRA em células
CHO-K1 transientemente transfectadas. Em a, b, ¢ ¢ d sdo mostrados o padrio de
distribuicao C (forte intensidade no citoplasma).

Além do mais, as construgdes que geraram formas truncadas da GFP-DCRA foram
realizadas de modo que os “cortes” na proteina ndo mutassem nenhuma possivel serina ou
tirosina fosforilada e que os motivos preditos permanecessem preservados, o que indica
que tais considera¢des ndo foram responsaveis pela localiza¢do nuclear da GFP-DCRA.

Para testar qualquer possibilidade de interferéncia da GFP-fag na localizagdo
celular da DCRA a proteina fluorescente foi fusionada no N-terminal da DCRA gerando
DCRA-GFP e a DCRA foi fundida a dois epitopos gerando FLAG-DCRA-myc.

Segundo MARGOLIN (2000) o dominio estrutural ou a topologia da proteina em
questdo determinam se a GFP sera fundida no C ou no N-terminal da proteina alvo, talvez
por isso, para confirmar se a localizagdo celular era independente da posi¢do da GFP-tag
HOJA, WAHLESTED & HOOG (2000) clonaram a GFP no N e no C-terminal sempre que
na seqiiéncia de aminoécidos das proteinas analisadas havia residuos hidrofobicos,

estrutura o-hélice ou dominio de membrana.



A anélise in silico da seqiiéncia de aminoacidos da DCRA ndo detectou residuos
hidrofébicos, estrutura a-hélice ou dominio de membrana no amino ou no carboxi-terminal
que pudessem causar uma localizagdo espuria da DCRA se acaso a seqiiéncia codificadora
da GFP fosse clonada em fusdo somente com uma das extremidade do DCRA. Contudo, a
localizagdo das proteinas DCRA-GFP e FLAG-DCRA-myc mostrou-se citoplasmatica com
auséncia total no nucleo (Figura 41) confirmando que a proteina DCRA de fato ¢
citoplasmatica e quando fusionada ao C-terminal da GFP localiza-se predominantemente

no nucleo.

Flag-DCRA-cmyc DCRA-GFP

Figura 41. Distribuicido subcelular de Flag-DCRA-cmyc e DCRA-GFP em células
transientemente transfectadas. Em (A) a célula COS-7 foi tratada com anticorpo anti-
myc conjugado com Cy3 para detectar DCRA-myc e exibe o padrdao C (forte intensidade
no citoplasma) e (B) DCRA-GFP, na linhagem CHO-KI1, também exibe o padrio de
distribuicao C.

Possiveis explicagdes para a localizacao nuclear da GFP-DCRA sao: (1) a fusao da
GFP no N-terminal da DCRA de alguma maneira possibilitou seu transporte para o nicleo
uma vez que cerca de 10% das proteinas com auséncia de um core peptidico NLS tipico
podem entrar no nucleo co-transportadas por um “fator” que possua um NLS
(BOULIKAS, 1994) e (2) a fusao GFP-DCRA poderia ser instavel na célula. Em suporte a
essa explicagdo estd a observacdo de que um numero significativo de fusdes com GFP ¢
instavel na célula, resultando em um background de polipeptideos de GFP que ndo estdo
associados com a proteina de interesse, ou de fusdes que nao fluorescem (PRESCOTT et

al., 1999).



A transaldorase uma proteina presumidamente citoplasmatica foi localizada no
nicleo quando em fusdo com a GFP e embora experimentos posteriores tenham
confirmado esse resultado, ndo estd claro porque transaldorase-GFP foi localizada no
nucleo (MISAWA, et al., 2000).

Portanto, ¢ aconselhavel fusionar a GFP no N e no C-terminal da proteina alvo e
confirmar o resultado com imuno-citoquimica para descartar qualquer possibilidade de
artefato.

Nossos estudos revelam que DCRA ¢ uma proteina que estd no compartimento
citoplasmatico da célula, indicam a provavel existéncia de um dominio de Vps26 e de
sitios de fosforilagdao de significado ainda desconhecido. A presenca desse dominio sugere
um possivel envolvimento da DCRA no transporte endossomo-Golgi e qualquer
desequilibrio nesta homeostase celular causada pela desregulagdo da expressao do DCRA
poderiam contribuir com a variabilidade fenotipica da SD. Juntos esses dados contribuem
para melhor conhecimento da DCRA e estimulam futuras analises para o entendimento da
fungdo celular desta proteina, bem como sua implicacdo na etiologia da Sindrome de

Down.



12 Conclusoes

Somente foi possivel a expressdo da DCRA na forma solivel quando o gene que
codifica esta proteina foi clonado em fusdo com seqiiéncias que codificam
respectivamente o C-terminal da tiorredoxina e o N-terminal da GFP.

A retirada dos 42 aminodcidos do N-terminal da DCRA resultou na expressao do
produto Trx-DCRA. No entanto, essa fusdo era expressa na forma de corpos de
inclusao.

Apesar da obtencdo de proteina solivel a purificagdo ndo resultou em proteina em
quantidade e grau de pureza adequada para os ensaios de cristalizagao.

Anadlises in silico da estrutura primaria da DCRA indicaram um putativo dominio
de Vps26.

A seqiiencia de aminoacidos da DCRA possui 57% e 49% de identidade
respectivamente com uma proteina de Anopheles gambiae e de Drosophila
melanogaster, ambas de fung¢ao desconhecida.

O antissoro para reconhecimento da DCRA foi satisfatoriamente obtido em
camundongo, reconhecendo as proteinas recombinantes tiorredoxina e DCRA.
Porém nado reconhecendo a DCRA enddgena no extrato protéico de célula de
mamifero.

A proteina GFP, por motivos ainda desconhecidos, foi localizada no ntcleo quando
em fusdo com o N-terminal da DCRA.

A DCRA ¢ uma proteina citoplasmatica.

A fusdo da DSCRS8 ao C-terminal da Trx aliada as caracteristicas da linhagem

Rosetta permitiram a obtengdo de proteina na fragdo soltvel.



13. Anexos

13.1 Mapas de plasmideos
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Figura 42. Vetor pET28a (Novagen). Este vetor carrega um His 7ag e sitio de clivagem
para trombina.



Figura 43. Vetor pET32a (Novagen). Este vetor carrega um His 7ag e possibilita a

clonagem em fase com a seqiiéncia codificadora da Trx.



Figura 44. Vetor pET37b (Novagen). Este vetor carrega um His 7ag e possibilita a

clonagem em fase com a seqiiéncia da CBD.
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Figura 45. Vetor pET41a (Novagen). Este vetor carrega um His 7ag e possibilita a

clonagem em fase com a seqiiéncia codificadora daGST.
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Figura 46. Vetor pET43a (Novagen). Este vetor carrega um His 7ag e possibilita a
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Figura 47. Vetor pTBY2 (NEB). Este foi utilizado para clonagem do gene DCRA e

possibilita a clonagem em fase com a seqiiéncia codificadora da inteina.
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Figura 48. Vetor pMal-c2x (NEB). Este foi utilizado para clonagem do gene DCRA e

possibilita a clonagem em fase com a seqiiéncia codificadora da MBP.



Figura 49. Vetor pBad (Invitrogen). Este vetor carrega um His 7Tag e foi utilizado para

clonagem do gene DCRA.



Figura 50. Vetor pCX-TOPO (Invitrogen). Este foi utilizado para clonagem do gene

DCRA e possibilita a clonagem em fase com a seqiiéncia codificadora da RsaA.
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Figura 51. Vetor pCRT7/CT TOPO (Invitrogen). Este vetor carrega um His Tag e foi
utilizado para clonagem do gene DCRA.
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Figura 52. Vetor pCRT7/NT TOPO (Invitrogen). Este vetor carrega um His Tag e foi

utilizado para clonagem do gene DCRA.
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Figura 53. Vetor pEGFP-C1 (Clontech). Este vetor possibilita a clonagem em fase com

a seqiiéncia codificadora do C-terminal da GFP.
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Figura 54. Vetor pEGFP-N1 (Clontech). Este vetor possibilita a clonagem em fase

com a seqiiéncia codificadora do N-terminal da GFP.
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Figura 55. Vetor p3XFLAG-Myc-CMYV (Sigma). Este vetor possibilita a clonagem em

fase com o a seqiiéncias codificadoras dos epitopos Flag e c-Myc.
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Figura 56. Vetor pcDNA3 (Invitrogen). Este vetor ¢é utilizado
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CAASTSTATC ATATCCCAAGS TACSCCCCCT ATTGACGEGTCA ATGACGGTAZ
TEGECATTATGE CCCASGTACAT GACCTTATGEE GACTTTCCTA CTTGEGCASTA
TTAGTCATCE CTATTACCAT GETGATSCGEE TTTTEECAGT ACATCARATGES
AP

COSTTTCSACT CACGCOCSGCGATT TOCAASGTCTC CACCCCATTS ACSCTCAATOSS

end) j

TSSCACCAAN ATCAACGCOGA CTTTCCARARN TOTCOTAACA ACTCCGCCCCOC

ATGEECEETA COUETSTACG GTGCOCEASGETC TATATARGCERE GAGCCTCOCTCTE

I putative transcriptional start I'7 promoter
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SAACCCACTS CTTACTGGCT TATCGAARATT AATACSACTC ACTATASGGA
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TOSSTACCSAS CTCSSATCCA CTASTAAMACSS CCOOCCAGTOT SCCTSCAATTC

CATCACACTS CCOGCCGCTC GAGCATOCAT CTAGRASGESCC CTATTCTATRA

Sp6 promoter

STETCACCTA

ARTSCOCTAGAGS CTCGSCTGEATC AGCOTCOCSACT GTSCCOTTOTA GTTSCCAGCOC

ATCTSTTSTT TOCCCCOTOCOCD COSTSOCTTC CTTSACCCTS SARACSCSTSCCA CTCOCOCCACTST
BGH poly A
CCTTTCCTALA TARAARATOASS ARAATTSCAT

NOTE: There is an ATG upstream of the Xba | and Apa | sites

células de mamifero.
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para expressiao
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f1 (+) origin 135-441

[(-galactosidase c-fragment 4460-816
multiple cloning site 653-740

lac promoter 817-938

pUC origin 1158-1825

ampicillin resistance {bla) ORF 1974-2833

pBluescript Il KS (+/-) Multiple Cloning Site Region

(sequence shown 598-826)

ssH I T7 Promoter
I
TTGTAAAACGACGGCCAGT GAGCGCGCGTAATACGACTCACTATAGGG
M3 20 primer binding site” 17 primer binding sife
Spel ?qu | Smal Pst | cofl | cofl ¥

ampicillin lac?

pBluescript Il KS+ MCS
3.0kb Kpn |

pUC ori

Mot |
.?CIE| lf;sﬂ( | Sac |l Eag | Kba |

CGAATTGGAGC TCCAGCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGA. . .
»

5K primer binding site. ..

Hine Il Apa |
g&:lcl EeaO109 |
al | Kho |

rall TP" |

|
.+ ACTAGTGGATCCCCCGGGO TGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGRGECCCGETACC. . .

... 5K primer binding site

™ T3 Promoter BssH 1l
- 1|

K5 primer binding site

i-gal o-fragment

.. .CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGT TAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC

*

I3 primer binding site

1413 Reverse primer binding site

Figura 57. Vetor pBluescript I KS* (Stratagene). Este vetor foi utilizado para a

clonagem do gene DCRA.



13.2 Meios de cultura

Meio PYE

0,2% de peptona

0,1% de extrato de levedura

0,02% MgS0,4.7H»0

0,01% CaCl,.2H,0 (necessario para o crescimento 6timo da Caulobacter)

1- Para 1 L, combinar 2 g de peptona, 1 g de extrato de levedura, 1 mL de solugdo de
MgSO,. TH,0 a 20%, e 1 mL de CaCl,. 2H,0 a 10% em 1 L de agua Milli Q. Para
meio solido adicionar 1g de agar por litro.

2- Autoclavar por 20 minutos.

3- Esfriar o meio a 55° C e adicionar 2ug/mL de cloranfenicol (se necessario).

4- Armazenar a temperatura ambiente.

Meio M11

1- Para preparar 1 L de M11, adicionar a 925 mL de 4gua Milli Q: 5 mL de imidazol
IM, pH 7,0 e 1 mL tampao fosfato de potassio, pH 6,8.

2- Autoclavar por 20 minutos.

3- Quando a solugdo atingir 55° C adicionar: 15 mL de glicose a 10%, 15 mL de
glutamato a 10%; 1,25 mL de NaCl 100 mM e 2,5 mL da Base Mineral de
Hutners’.

4- Armazenar a 4° C.

Base Mineral de Hutner's

Acido nitrilo acético (NTA) 20g

MgS0O4.7H,0 54,5¢

CaCl,.2H,0 a 10% 66, 7 mL

(NH4)6 MO7024.4H20 18,5 mg

FeSO4.H,0 198 mg (323,7 mg se for FeSO4. 7H,0)
Metais 44 100 mL

I- Para 1 L, adicionar o NTA em 750 mL de agua Milli Q e vagarosamente adicionar
14,6 g de pastilhas de KOH.

2- Adicionar os demais componentes na ordem em que sdo listados.

3- Ajustar o pH para 6,8 com HOH 5N

4- Completar o volume para 1L.

5- Autoclavar por 20 minutos.



Metais 44

EDTA 25¢g

ZnS0,4.7H,0 10,95 ¢

FeSO4.7H,0 5¢g

MHSO4.H20 1, 54 g

CuSOy. 5H,0 392 ¢

CO(NO3)2.6H20 250 mg

Na,B407.10H,O 177 mg (200 mg se for Na,B407.8H,0)

1- Para 1 L adicionar EDTA em 800 mL de agua Milli Q.

2- Dissolver os demais reagentes na ordem em que sdo listados. Ndo adicionar o
proximo reagente até que os componentes anteriores tenham sido dissolvidos
completamente. Adicionar gotas de H,SOy para retardar a precipitacao.

3- Completar o volume para 1L. Nao autoclavar. Armazenar a 4° C.
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