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Resumo

O Sistema de Ubiquitinacdo representa o mecanismo de degradacéo
protéica intracelular mais importantes em todos nas células eucaridticas e
envolve a atividade seqiiencial de trés enzimas conhecidas como E1, enzima
ativadora de ubiquitina, a E2 enzima conjugante de ubiquitina e a E3 enzima
ligante de ubiquitina. A identificacdo destas proteinas e seus alvos protéicos,
assim como as obtencoes de dados estruturais sao essenciais para entender a
fungio deste sistema dentro da célula eucaridtica. No presente trabalho, a fase
de leitura aberta (ORF) do gene humano ube2g2 foi isolado de um painel de
cDNA de cérebro humano, foi clonado no vetor pET28a e expressado em
bactérias Fscherichia coli. A proteina de 18,5 kDa em fusido com uma cauda de
histidinas foi posteriormente purificada por cromatografia de afinidade e
submetido a ensaios estruturais e funcionais a traves do medi¢do do CD e a
traves do ensaio de pull-down, respectivamente. A cromatografia de afinidade
rendeu 27 mg de proteina soluvel, logo apds de té-la expressado
heterologamente a baixas concentrag¢oes de indutor IPTG 0,1 mM em trés horas
de inducdo. O espectro de CD da proteina purificada mostrou o conteudo de
estrutura secundaria de acordo ao esperado para um membro tipico da familia
de enzimas E2, apresentando um 35 % de hélices a, 21 % de folhas e 23 % de
giros. Alem do mais, a proteina purificada foi capaz de ligar molécula de
ubiquitina quando misturada com um extrato de células HelLa, durante o
ensaio de pull-down. Desta maneira e com esses resultados apresentados aqui
pode se inferir que a proteina humana UBE2G2 foi expressa na sua forma

ativa.



Abstract

The ubiquitin system represents a selective mechanism for intracellular
proteolysis in eukaryotic cells that involves the sequential activity of three
enzymes, E1 (Ubiquitin activating enzyme), E2 (Ubiquitin-conjugating
enzyme), and E3 (Ubiquitin-protein ligase). The identification of these
proteins and their targets as well as structural data i1s essential to
understand their function in the eukaryotic cell. In the present study the
open reading frame of human Ubiquitin- conjugating enzyme UBE2G2 was
isolated from a human brain ¢cDNA panel, cloned into pET28 vector and
expressed in Kscherichia coli. His-tagged protein was then purified by
nickel-affinity chromatography and subjected to structural and functional
studies using circular dichroism (CD) and an in vitro ubiquitin-binding
assay, respectively. The affinity chromatography assay rendered
approximately the 27 mg of the soluble recombinant nisUBE2G2 after
expressed in bacteria at low amounts of IPTG (0,1mM) in 3 hours of
induction. The CD spectra of recombinant pure protein showed a secondary
structure content according with the expected for a member of the E2 family
(Ubiquitin-conjugating enzyme), with 35 % of a-Helix, 21 % of B sheets and
23 % of turns. Moreover, purified protein was able to bind ubiquitin
molecules when mixed with a HeLa cell extract during the pull-down assay.
Taken together the results presented in this work allow inferring that

HisUBE2G2 was expressed in their active form.
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1. Introdugao

1.1 O sistema de Ubiquitinagcao

O Sistema de Ubiquitinagao (SU) representa o mecanismo de protedlise
intracelular programada mais importante em todos os eucariotos, desde leveduras
até humanos, onde as proteinas mal enoveladas ou que apresentam qualquer tipo
de anormalidade funcional ou estrutural e as proteinas de meia vida curta séo
marcadas e direcionadas para a degradagao pelo proteasomo, por meio da
ligacdo covalente de moléculas de ubiquitina (Ub) [Hochstrasser et al., 1996;
Weissman et al., 2000; Hershko et al., 1983].

A molécula de ubiquitina, de 76 aminoacidos, foi isolada pela primeira vez a
partir do timo bovino, associando a proteina ao processo de diferenciacédo celular
de linfocitos [Goldstein et al., 1975]. Posteriormente demonstrou-se que a
molécula era ubiquamente (dai o nome, ubiquitina) expressa em todos os tipos
celulares e em todas as espécies, apresentando quase nenhuma variagédo de
aminoacidos entre elas. A primeira observacao da unido covalente da Ub a outra
proteina foi feita analisando a chamada “proteina A24”, a qual demonstrou ser na
realidade um complexo de duas proteinas ligadas entre si covalentemente, a
histona H2a e uma molécula de ubiquitina [Busch et al., 1977].

Um passo importante na descoberta do SU foi realizado através do estudo
da degradacdo de proteinas dependente de energia implementando o sistema
livre de células (constituido por um extrato de reticulécitos de coelho) capaz de

degradar proteinas anormais em presenca de ATP a pH neutro e que
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evidentemente ndo envolvia aos lisossomos [Etlinger e Goldberg, 1977]. A partir
desse sistema foi identificado e isolado cada um dos componentes do SU,
incluindo a prépria. Os posteriores ensaios bioquimicos realizados para desvendar
0 mecanismo de ubiquitinacdo e a sua relacdo com a homeostase celular fizeram
que a “Royal Swedish Academy of Science”, (Academia Sueca de Ciéncia)
conceda aos cientistas, Aaron Ciechanover, Avram Hershko e Irwing Rose o
“Premio Nobel em Quimica 2004”.

Gragas a esses estudos hoje se conhecem multiplos substratos
reconhecidos e degradados por este Sistema que incluem: fatores de transcrigao,
kinases, fosfatases, supressores de tumores, etc. Assim como 0s processos que
regula através dessa degradacao seletiva (Ciclo Celular, Reparo de DNA,
Transducao de Sinal e Qualidade de proteinas associadas ao Reticulo ou em
inglés Reticulum Associated Degradation).

O fato de ser uma via altamente regulada e seletiva o torna o principal
mecanismo de manutencdo da homeostase celular. Em humanos, o interesse pelo
sistema é conhecido devido a associacdo de diferentes doencas tais como
Alzheimer, Parkinson, entre outras, com falhas em alguns dos componentes do
SU [Ciechanover et al.,, 2004]. Por exemplo, a desordem hereditaria Fibrose
Cistica (FC) é causada pela auséncia do canal de cloro chamado CFTR (Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Pela sua vez, a auséncia do
canal é devida a uma delecdo de uma fenilalanina que desestabiliza a
conformacao da proteina nativa provocando a retro-translocacdo desde o reticulo
endoplasmatico para o citoplasma, aonde finalmente € “ubiquitinada” e degradada

[Ward et al., 1995].
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1.2. Mecanismo de Ac¢ao

O mecanismo de agcdo do SU envolve a atividade sequencial de trés
enzimas conhecidas como: E1 (Ubiquitin-activating enzyme) enzima ativadora de
ubiquitina, E2 ou UBC (Ubiquitin-conjugating enzyme) enzima “conjugante” de
ubiquitina, e a E3 (Ubiquitin-protein ligase) enzima que liga ubiquitina. O primeiro
passo da reacao, catalisado pela enzima E1, ativa as moléculas de Ub livres no
citoplasma da célula de maneira dependente de ATP. A E1 estabelece uma
ligacao covalente do tipo tiol-éster entre um residuo de cisteina (presente no sitio
catalitico da E1) e o grupo carboxila terminal do residuo glicina (G-76) da molécula
de Ub [Haas et al., 1997]. Logo no segundo passo e uma vez ativada, a Ub é
transferida para a E2, com a qual também estabelece uma ligagao tiol-éster entre
uma cisteina conservada no sitio catalitico da E2 e a glicina 76 da Ub. No terceiro
passo, a E2 conjuntamente com a enzima E3 transferem as moléculas de Ub para
o substrato, estabelecendo uma ligagao covalente entre a G76 da Ub e a cadeia
lateral de uma lisina do substrato. Essa transferéncia é repetida varias vezes até
formar uma “cauda” composta de varias Ub ligadas entre si formando uma cauda
de ubiquitinas [Siepmann et al, 2003; Pickart et al, 2001]. As proteinas marcadas
desta maneira sao posteriormente reconhecidas e degradadas pelas subunidades

multi-proteoliticas do proteasomo (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Esquema representando os componentes da cascata de ubiquitinacao, reconhecendo o
substrato alvo (Target), marcando-o com moléculas de ubiquitina (Ub) e direcionando-o para
degradagéo pelo proteasomo (26S). [Figura modificada de Hatakeyama et al., 2003]

Existe uma particularidade importante em relagdo aos aminoacidos
envolvidos na formacdo da cauda de ubiquitinas: o tipico sinal de degradacéao
reconhecido pelo proteasomo esta constituido de 4 a 9 ubiquitinas ligadas através
de uma K48 (lisina na posi¢ao 48) e G76, mas existe outra lisina (K63) que pode
ser utilizada na poli-ubiquitinacdo e que n&o direciona as proteinas para o
proteasomo [Spence et al., 2000]. Existe uma outra particularidade na relagao de
interacbes entre as enzimas E1, E2, e E3. Apenas um tipo de E1 (por célula)
interage com varios tipos E2 diferentes e ao mesmo tempo estas ultimas
interagem com multiplas E3 pertencentes a diversas familias, o qual amplia o
espectro de interacdes com diferentes substratos. O ultimo passo na transferéncia

de Ubs pode ser realizado de duas maneiras diferentes, dependendo da interacéo
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E2-E3: caso houver interagcdo da E2 com uma enzima E3 membro da familia
HECT-Domain E3 (Homologous to E6-AP Carboxil Terminus), a molécula de
ubquitina é transferida, em primeiro lugar, para o residuo de Cisteina do sitio
catalitico da E3 e logo e desta para o substrato; De uma outra maneira, se houver
interacdo entre uma E2 e um dos membros das RING-E3 (que nao possuem a
cisteina catalitica), € a E2 quem transfere diretamente a ubiquitina para o
substrato, mas sempre é a E3 quem reconhece a este ultimo. [Huibregtse et al.,

1995; Lorick et al, 1999].

1.3 A familia E2 (Ubiquitin-conjugating enzymes)

A familia das E2 (ou UBC) estd bem caracterizada funcional e
estruturalmente [Lester et al, 2000]. S6 em leveduras ja foram identificados e
caracterizados 13 membros e em humanos ja foram descritos ao menos 30 genes
[Huoben et al, 2004]. O alinhamento das sequiéncias de aminoacidos de todos os
membros da familia demonstra a existéncia de um “core” protéico conservado de
aproximadamente 150-160 aminoacidos, com um 35-40 % de identidade de
sequéncia, no qual se inclui o residuo de cisteina (Cys) envolvido na formagao da
ligacao tiol-éster [Weissman, 1997]. Existem alguns membros da familia que além
deste “core” apresentam extensdes nas regides amino terminal ou (-NH2), nas
regides carboxila terminal (-COOH) e/ou ambas as duas extensbes [Cook et al,
1993; Matuschewski, et al 1996]. Assim, as proteinas com apenas o “core”
protéico foram classificadas como de Classe I e as outras variantes como Classe

I, 1l e 1V, respectivamente (Figura 1.2).
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CORE
Classe |

Classell .~ Cys-SH - Classe lll

Classe IV

Figura 1.2: Diferentes classes de E2 dependendo das variagdes em cumprimento das regides N e
C terminal do core de 150 aminoacidos.

1.4 Estrutura Tridimensional (3D) das E2

Recentemente tem sido determinada a estrutura tridimensional de alguns
dos membros da familia pertencentes a diferentes espécies sendo
aproximadamente nove estruturas resolvidas por Difracdo de Raios X ou RX e
uma estrutura resolvida atraves da Ressonancia Magnética Nuclear ou NMR
[Houben, et al 2004]. Com os dados obtidos das diferentes estruturas conseguiu-
se demonstrar que todas elas possuem um enovelamento globular compacta
formada por 4 hélices-a e 1 folha-f antiparalela [Cook et al ,1997 ; Biederer et al
1996]. Neste tipo de enovelamento, conhecido como o/f3, a primeira hélice o (H1)
se localiza na extremidade N-terminal da proteina, seguida pelas quatro fitas
antiparalelas da folha-p e seguidamente por trés hélices o (H1-H3) no extremo C-
terminal (exemplificado na figura 1.3).

Em todas as E2 conhecidas, o residuo de cisteina catalitico esta situado

entre as regides variaveis que conectam a folha-p e a H2 (Hélice a 2)
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denominadas de "Loops”. Estes formam uma depressdo sobre a superficie da
enzima, aonde encaixaria a molécula de ubiquitina. Além do residuo de cys
existem outros essenciais, por exemplo, o residuo asparragina [Huoben et al.,
2004], localizado na regido chamada de “loop” e proximo ao sitio catalitico [Wu et
al., 2004], importante ndo s6 para estabilizagcdo da estrutura 3D sendo também
para interagir com ubiquitina [Tong et al., 1997; Pickart et al., 2001; Berinier et al.,

2002].

Figura 1.3: Estrutura 3D da proteina scUBC7 resolvida por RX. Em A, se destacam as quatro
hélices o, H1-H4 em verde e as fitas da folha B-antiparalela em dourado. Enmarcado em vermelho
se acha localizado o residuo de Cys do sitio catalitico, ampliado em B. As setas amarelas indicam
os loops variaveis que flanqueiam a esse residuo.(figura obtida do NCBi, National Center of
Biotechnology Information, e processada com o programa RasMol).

Com todos esses dados estruturais em conjungdo com os dados funcionais
confirmou-se o importante papel de reconhecimento especifico que as enzimas E2
desenvolvem dentro do sistema de ubiquitinacdo, mas ainda falta por esclarecer

como essa especificidade se manifesta na estrutura das E2 quando interagem
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com os diferentes componentes do “interactoma”, isto &, tanto com as outras
enzimas do sistema como com o substrato. Recentemente tem se sugerido que,
provavelmente, o potencial eletrostatico das E2 seja fundamental [Winn et al,
2004] para desenvolver a sua fungado, apoiado pelo fato de que em outros
sistemas enzimaticos € um fator fundamental que determina o reconhecimento e

direcionamento do substrato até o sitio catalitico [Livesay, 2003]

1.5 O gene Ube2g2

A primeira evidencia da existéncia do gene ube2g2 (Ubiquitin Conjugating
Enzyme E2G2) surgiu apds o inicio do projeto de Sequénciamento do Genoma
Humano, mais especificamente durante o sequénciamento do cromossomo 21
[Hattori et al, 2000] e através da analise de sequéncias transcritas desse
cromossomo, chamadas de “EST” (Expressed Sequence Tags) ou “Fragmentos
de Sequéncias Expressas”.

A partir da analise de EST foi possivel isolar um transcrito de 2,9 kilobases
(kb) de comprimento, o qual demonstrou corresponder ao RNAm (acido
ribonucléico mensageiro) de ube2g2 (Numero de acesso: AF032456). Esta
sequéncia possui uma Fase de Leitura Aberta (de agora em diante chamada de
ORF, em inglés, Open Reading Frame) 495 pb codante para uma proteina
pertencente a familia de enzimas conjugante de ubiquitina, UBC ou simplesmente
E2. Segundo a analise realizada através de Northen blot descubriou-se que o

transcrito de ube2g2 era expresso na maioria dos tecidos humanos analisados,
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como : coragdo, ceérebro, placenta, pulméo, figado, musculo esquelético, rim e
pancreas [Katsanis et al., 1998].

Posteriormente, varias analises foram realizadas para determinar o
mapeamento do gene sobre o cromossomo 21 humano [Basel et al, 1998], as
quais permitiram localizar o gene ube2g2 na banda 22.3 (Figura 1.4) do brago
longo do cromossomo (21922.3) préximo a regiao telomérica abarcando 33219 pb
(Gene Identification: 7327). Segundo as sequéncias depositadas e analisadas no
NCBI (NCBI, National Center Of Biotechnology Information/Entrez Gene,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/gquery.fcgi) o gene ube2g2 possuiria 2
transcritos alternativos ou isoformas: a Isoforma 1 (NM_003343) de 2,9 kb esta
constituida por 6 éxons e codifica para uma proteina (analisada no presente
trabalho) 165 aa (NP_00334) e 18,5 kDa; a sequéncia de nucleotideos e de
aminoacidos esta representada na figura 1.5A e 1.5B . A Isoforma 2
(NM_182688) de aproximadamente ~ 3,03 kb esta constituida de 4 éxons e
produz uma proteina menor de 134 aa (NP 872630) nao identificada até o

momento in vivo ou in vitro.
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Figura 1.4: Idiograma do cromossomo 21 humano, representando os bragos p, longo e q, curto
com as bandas que determinam uma determinada regido. Especificamente, o gene ube2g2 mapeia
na regido g22.3 do brago longo, perto da regido telomérica. Indicado a direita da figura;
conjuntamente se representam alguns outros genes localizados sobre 0 mesmo cromossomo.
(figura extraida do NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov/mapview/maps.cgi)
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Fig.1.5 A

ATG GCG GGG ACC GCG CTC AAG AGG CTG ATG GCC GTG TAC AAA CAA TTA ACA CTG AAT
CCT CCG GAA GGA ATT GTA GCA GGC CCC ATG AAT GAA GAG AAC TTT TTT GAA TGG GAG
GCA TTG ATC ATG GGC CCA GAA GAC ACC TGC TTT GAG TTT GGT GTT TTT CCT GCC ATC
CTG AGT TTC CCA CTT GAT TAC CCG TTA AGT CCC CCA AAG ATG AGA TTT ACC TGT GAG
ATG TTT CAT CCC AAC ATC TAC CCT GAT GGG AGA GTC TGC ATT TCC ATC CTC CAC GCC
CCA GGC GAT GAC CCC CAT GGG CTA CGA GAG CAG CCG GAG CGG TGG AGT CCT GTG
CAG AGT GTG GAG AAG ATC CTG CTG TCG GTG GTG AGC ATG CTG GCA GAG CCC AAT GAC
GAA AGT GGA GCT AAC GTG GAT GCG TCC AAA ATG TGG CGC GAT GAC CGG GAG CAG

Fig.1.5B

MAGTALKRLMAVYKQLTLNPPEGIVAGPMNEENTFFE
WEALIMGPEDTCFEFGVFPAILSFPLDYPLSPPKMRF
TCEMFHPNIYPDGRVCISILHAPGDDPHGLREQPER
WSPVQSVEKILLSVVSMLAEPNDESGANVDASKMW
RDDREQFYKIAKQIVQKSLGL*

Figura 1.5 A: Sequiéncia de nucleotideos correspondentes aos 6 éxons da ORF para ube2g2
(isoforma 1). As diferentes cores indicam, sequencialmente de 1-6, cada um dos éxons que
codifica para a proteina UBE2G2 (representada na figura 1.5B). Figura 1.5B: Sequéncia de
aminoacidos da proteina UBE2G2 humana codificada por 6 éxons (ver em A). Mostra-se
sublinhado o primeiro aminoacido Metionina e os diferentes aminoacidos codificados pelos éxons:
éxon 1(azul), éxon 2(vermelho), éxon 3 (verde) éxon 4 (violeta) éxon 5 (azul escuro) e éxon 6
(marrom).
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1.6 A proteina UBE2G2 (Ubiquintin Conjugating Enzyme E2G2)

Como foi mencionando, o produto do gene ube2g2 é uns dos membros da
familia de enzimas capazes de ligar e transferir moléculas de ubiquitina ao
substrato, durante a via de ubiquitinagcao, isto é a familia E2, especificamente a
classe | (Katsanis et al.,1998; Rose et al., 1998; Chau et al.,1989).A primeira
analise da sequéncia de aminoacidos mostrou que UBE2G2 era similar a proteina
UBC7 de Saccharomyces cerevisiae, com 60% de identidade de sequéncia,
recentemente tem se descoberto uma nova proteina homdéloga em camundongo,

entre outros, como se mostra na tabela 1.8 extraidas do analise da sequéncia feito

no NCBI.
Alignment Scores
Species Gene aa%lD nthiD
H.sapiens UBE2G?
+» | w5 Mmusculus Lhe2g2 100.0 g9.1
» | w5 Rnorvegicus  LOC284331 100.0 89.5
w5, G.gallus LOCA24837 932 824
vs. D.melanogaster crl 01.8 717
w5, A gambiae 1269385 824 709
V5. C.elegans ubc-14 7r.a 651
¥5. 5.pombe ubcp3 65.3 60.2
» | w5 S.cerevisiae CQIF1G 52.8 86.7
vs. Klactis KLLADEOTY11g 29.8 a7.3
v, E.qossypil ABROSIW 624 60.6
w5, hl.grisea MG04031 .4 B3.6 52.8
ws. M.crassa MCU03623 1 B4.0 60.5
w5, A thaliana AtGn55300 50.8 9.0

Figura 1.8: Porcentagem de identidade de seqiiéncia de ube2g2 em humanos quando comparado
com outros genes homologos. Na primeira coluna a direta encontra-se as espécies comparadas,
na segunda coluna o nome do gene ou o lécus que o identifica e na ultimas duas colunas as
porcentagens de identidade de aminoacidos (aa%) e de nucleotideos (nt%). As setas vermelhas
indicam trés homélogos de importancia a nivel funcional (ver paragrafos seguintes).
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Até recentemente, muito pouco era conhecido sobre a funcionalidade da
proteina humana UB2G2. Ela foi apenas relacionada com o sistema de
ubiquitinacdo por comparagdo das sequéncias de aminoacidos de outras EZ2,
como por exemplo, UBC7, proteina de levedura relacionada a degradagao de
proteinas provenientes do RE (reticulo endoplasmatico), via de ubiquitinagdo que
requer a retrotranslocacdo do substrato desde o lumen do RE ao citoplasma
[Jungmann et al 1993; Yamazaky et al 1996; Tiwari et al., 2001]. Nos ultimos anos
isto tem mudado a partir do sequénciamento do genoma de camundongo
[Wateerston et al 2002] e com a descoberta e isolamento do gene homénimo e
homologo em Mus musculus, com o qual possui 100% de identidade de sequéncia
de aminoacidos (indicados com uma seta na figura 1.8). A proteina murina
codificada pelo gene ube2g2, chamada de MmUBC7, tem sido estudada
intensamente desde o ponto de vista funcional, mostrando estar associada
claramente a degradacdo de proteinas do reticulo endoplasmatico (no caso de
MmUBC7, a subunidade o do receptor de linfocitos, TCR) fungdo também
atribuida a de leveduras [Tiwari et al., 2001].

Devido a identidade de sequéncia mostrada com a homologa humana, a
proteina MmUBC7 (também chamada de ""UBC7) tem sido utilizada tanto para
analises in vitro como in vivo, sobre tudo quando a proteina é superexpressa em
células humanas. Desta maneira tem sido demonstrado que a proteina esta
diretamente envolvida na degradagdo do receptor (tipicamente localizado na
membrana do RE) do Inositol tri-fosfato InsP3sR quando superexpresso em células

de neuroblastoma humano, SY5Y [Webster et al, 2003]. Alem disso foi
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demonstrado que a proteina estaria associada a degradagéo da proteina humana
(também do RE), iodinase D2 [Kim et al 2003], enzima envolvida na homeostase
da glandula tiréides, quando ambas foram co-expressas em células embrionarias
de rim ,HEK-293. Nesses estudos a media vida da proteina D2 estava diretamente
associada a presenca das formas nativas e mutantes (sem a cisteina que liga
ubiquitina) de MmUBCY7, sendo a forma mutante a que estabiliza a expressédo da
D2.

Quanto a associacdo de MmUBC7 com as enzimas E3, pecas chave para o
reconhecimento do substrato e marcagcdo com ub, tem sido demonstrado que a E2
murina interage com a proteina E3, gp78 (glucoproteina de transmembrana,
inicialmente isolada de melanoma murino e associada a migragao do tumor) a qual
pertence a familia RING [Fang et al , 2001].Nos ultimo ano também tem se
descoberto a interagao in vivo e in vitro com outros membros da familia RING-E3:
HRD1 [Kikkert et al., 2004], TEB4 [Hassink et al., 2005] e com fator de transcricéo
SNURF/RNF4 [Hakli et al., 2004].

Hoje em dia ndo ha publicado nenhum trabalho sobre a estrutura
tridimensional da proteina ou algum dado sobre a estrutura secundaria. E por isso
que UBE2G2/UBC7 humano € um alvo interessante ndo apenas do ponto de vista
funcional. E por isso que durante esse trabalho tentou-se alcancar os objetivos a

sequir:
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2. Objetivos:

Isolar e expressar, no sistema bacteriano o produto do gene humano
ube2g2.

Purificar a proteina recombinante por Cromatografia de Afinidade.

Produzir anticorpos policlonais em camundongos.

Determinar a funcionalidade da proteina UBE2G2 in vitro.

Determinar o enovelamento da proteina através de Dicroismo Circular.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

A maioria dos reagentes e antibidticos utilizados durante o trabalho foram
da marca Merck (grau analitico P. A). O painel de cDNA (DNA complementar)
usado para isolar a fase aberta de leitura (ORF, Open Reading Frame) do gene
ube2g2 foi da Clontech. Os oligonucleotideos especificos do gene foram
sintetizados pela empresa Invitrogen. Da mesma marca foram os reagentes
necessarios para realizar a cultura de células HelLa. As cepas bacterianas
Escherichia coli DH5a e BL21(DE3) usadas durante a clonagem e expressao do
gene foram adquiridas da Promega, assim como o vetor de clonagem pGEM-T. O
vetor de expressao pET28a foi da Novagen. As enzimas de restricao Ndel e Xhol
foram da Invitrogen. As colunas His-trap assim como o sistema HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) usado para purificar a proteina UBE2G2 foi
da marca AmershamBiosciences. A resina de niquel (Ni-NTA) usada durante o
ensaio de “pull-down” foi da Qiagen. O anticorpo anti-ubiquitina humana foi
adquirido da R&D Systems. Os filtros de 42 um e as membranas de Nitrocelulose
foram da marca Millipore. E os reagentes e meios de cultura para células de

mamiferos foram da marca Invitrogen.
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3.1.2 Painéis de cDNA

Os painéis de DNA complementar (ou cDNA) usados para amplificar a fase
de leitura aberta do gene ube2g2 estavam constituidos por um conjunto de
moléculas de DNA de fita simples, complementares ao RNAm (poli A+) gerados e
isolados de diferentes tecidos e linhagens celulares de humanos, usando a técnica
de RT-PCR (Reverse transcriptase - Polymerase Chain Reaction),segundo os

dados do fabricante.

3.1.3 Vetor de propagacao pGEM-T

O plasmideo pGEM-T foi desenhado especificamente para a clonagem de
produtos de PCR (Polimerase Chain Reaction) amplificados usando a enzima ~
Taqg DNA polimerase™ (Polimerase de DNA de Termus aquaticus ), a qual adiciona
um desoxi-nucleotideo Adenina nas extremidades 3" do fragmento amplificado

(Figura 3.1).

T7 Transcripticn Start

& . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGE GCCCG ACGTC GUATG CTCCC GGCCO
3 .. ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TECAS CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Promatar | | | | | | | |
Apal Aarl Ephl EEFd

CCATG GCOCGEE GBS&TTB’(“ImEd ir@eﬂjla ATCAC TAGTG CGGCC GOCTE CAGGT CSACC ATATG
GGETAC CGECE CCoTA W TTAGTG .&.TD#TS' |GGCGG (lil’._:l‘Gl.ﬁ.G GTCiCiA GETGiCla TATACl
| worl | Pat | Eall fige |

BarZ |
SPE Transcription Start

Moo | Eac ll Spa

GGAGA GCTCC CAACG COTTG GATGS ATAGSC TTGAG TATTC TATAG TGETCA COTAA AT .. 37
CCOTCT CGAGG GTTGC GLAAC CTACGS TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA .. &

| | [ | | | SPS Promotar
Hac | Bar X | st |

Figura 3.1: Sitio de mdltipla clonagem do vetor pGEM-T (Promega Corp.)
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Este vetor é preparado através da clivagem com a enzima Eco RV e a
posterior adicdo de uma timina em cada uma das extremidades 3’ resultantes.
Além de ser um vetor de alta copia, ele contem duas regides promotoras para a
enzima RNA polimerase dos fagos T7 e SP6 flanqueando a regido de clonagem
multipla (ou polilinker). Dentro desta regiao de clonagem encontra-se localizada a
sequéncia codificante para o peptideo alfa da enzima B—galactosidase, enzima
ésta que, ao hidrolisar o X-gal (analogo da lactose) gera um produto precipitado de
cor azul nas bactérias .Ao contrario, quando um fragmento de DNA ¢é inserido no
polilinker, a fase de leitura da enzima é interrompida e inativa, o que gera colbnias
de bactérias (transformadas com o vetor) brancas. Isto facilita a identificacdo dos

clones com o fragmento de interesse.

3.1.4 Vetor de expressao pET

O sistema pET tem sido desenvolvido para a clonagem e expressido de
genes em bactérias E.coli. Os genes clonados dentro deste tipo de vetores se
encontram sob controle do promotor do Fago T7. A adi¢cado do IPTG na cultura de
bactérias induz a expressédo da enzima RNA polimerase do fago T7 (presente no
genoma bacteriano) e esta pela sua vez reconhece a seqUéncia promotora no
vetor pET e promove a transcricdo dos genes clonados “downstream” dessa
regido. A enzima é tao seletiva e ativa que uma vez induzida, a expressao com

IPTG a bactéria orienta a maioria dos recursos energéticos para esse processo
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Neste trabalho escolheu-se o vetor pET28a (Figura 3.2) para clonar o gene
de interesse devido a que este vetor possibilita a clonagem em fusdo com uma
sequéncia codificante para varios residuos de histidina (His) e por tanto permite
expressar e gerar uma proteina quimérica com uma “cauda” de His, na posigdo N
ou C terminal da mesma; isto permite posteriormente, a purificacdo do produto
recombinante por cromatografia de afinidade em colunas de Niquel. Nesse vetor
existem também multiplos sitios para a clivagem com as enzimas de restricao

desejadas, o que facilita a clonagem.

T7 promoter primer #69348-3
pET upstrgam primer #89214-3 T7 promoter

—p Bgfll lac operator Xba bs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTT TAAGAAGGAGA
Neo | His*Tag Nde| Nhel T7Tag

TATACCATGRGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAG CGGCCTGRTRCCGLRCGRCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGRACAGCAA
MetGlySerSerHIsHIsHIsHIsHIsHIsSerSerGlyLeuValProArgllySerHI sMetAlaSerHetThrGlyGlyGInGIn

Eag| thrombin
BamH | EcoR| Sacl  Sall Hindlll  Notl  Xnol His*Tag

MetGlyArgGlySerG | uPheG|uLeuArgArgGIinA laCysG | vArgThrargAlaProP roProProProlauArgSerGlyCysEnd

ATGGETCGCGBATCCBAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTECTAACAAAGECC  pET-28a (+)

...GlyArgAspProAsnSerSerServValAspLysLeuAlaAloAlaleuGluHIsHIsHIgHIsHIsHIsEnd

...GlyArglleArgl leArgAlaProSerThr3erLevArgProdigSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro. . .

...GETCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCBACAABCT TGLGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGABATCCEGCTGCTAACAAAGCEE  pET-28b(+)

.. .GGTCGEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGLGEGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACARAGLCC pET-28¢ (+)

Bpu1102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTRCTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGRGLCCTCTAAACGRGTCTTGAGGRGTTTTTTG

‘-————
T7 terminator primer #§9337-3

Figura 3.2 Sitio de mdltipla clonagem e expressao do vetor pET28a (Novagen):

3.1.5 Cepas bacterianas utilizadas

Os genes a serem expressos devem ser propagados inicialmente em
bactérias que nao possuam o gene da RNA polimerase do fago T7, para eliminar
desta maneira a possivel instabilidade do plasmideo devido a potencial toxicidade

da proteina. Por esse motivo foi utilizado primeiramente a cepa de E.coli DH5a. A
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cepa bacteriana utilizada para a expressao do gene de interesse foi E.coli
BL21(DE3), a qual possui o gene da RNA polimerase do fago T7 inserido no

genoma controlado a sua vez pelo repressor lac (Studier e Moffatt, 1986).

3.2 Métodos

3.2.1 Amplificagao da Fase Aberta de Leitura (ORF) do gene Ube2g2

A fase aberta de leitura de 495 pb (pares de bases) do gene ube2g2 foi
obtida mediante reacdo de PCR, em termociclador Gene Amp PCR System 2400,
Perkim Elmer, utilizando como molde uma amostra de painel de cDNA de cérebro
humano, usando oligonucleotideos ("Primers™) especificos desenhados a partir da
sequéncia do RNAm depositada no banco de genes, GeneBank (Numero de

acesso: AF032456):

-Primer F (Forward): 5° catggcatatggcggggaccgcgctca 3’

-Primer R (Reverse): 5° ccetegagtcacagtcccagagaccttctgg 3’

As sequéncias em negrito em F e R representam os sitios de restricdo para
as enzimas Ndel e Xhol, respectivamente.
A reagao para um volume de 25 pl foi realizada misturando os seguintes

componentes e as seguintes condi¢cées de amplificagao:
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+ Tampao Taq DNA pol (10X) 25
+ dNTPs (10 pM) 0,5
+ Primer F (10 uM) 1,25
+ Primer R (10 uM) 1,25 ul
+ Taq pol (CI2Mg) 0,125 pl
+ H0 18,50 i
+ Molde 1,00 ul
+ Volume Final 25,00 pl

As condi¢cdes de amplificagao foram 35 ciclos de: 94 °C, 157; 565 °C, 30 “ e
72 °C 1°. O resultado da amplificacdo foi revelado através da técnica de
eletroforese de acidos nucléicos em gel de agarose 1% contendo uma solugéo de
Brometo de Etideo 0,3 ug/ml, em tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X. Apos
revelacdo do resultado, o fragmento foi purificado do gel de agarose, seguindo o
procedimento descrito no Kit "Concert Rapid PCR Purification System™(Gibco,

BRL).

3.2.2 Clonagem no vetor pGEM-T

Uma vez estimada a concentragéo do fragmento no gel de agarose 1% foi
realizada a reacéo de ligagdo do mesmo ao vetor pGEM-T. A massa de inserto

utilizado na reacao foi calculada segundo a seguinte formula:

ng do vetor x kb inserto/ kb vetor x relagdo molar inserto/vetor (3/1) = ng de inserto
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A reacao foi feita a 4 graus durante 16 hs usando 50 ng (nano gramas) de vetor e

10 pl de volume final:

Reacdo Padrio

-Tampao da ligase T4(2X) 5ul
- Vetor pGEMT (50ng) 1ul
- Inserto puro Xl
- Ligase de T4 (3 unid/ul) 1ul
- Agua estéril q.sp 10pl

Depois de finalizada a ligagao do inserto no vetor pPGEM-T uma aliquota da
reacao foi utilizada para transformar bactérias competentes da cepa E.coli DH5a.
pelo método de choque térmico. As células competentes foram previamente
preparadas por tratamento com CaCl,, segundo o protocolo de Sambrook, et al
1989. Para realizar a transformacdo, pegou-se uma aliquota de bactérias
competentes, manteve-se no gelo até o descongelamento e adicionaram-se 2 pl
da ligacdo pGEM-ube2g2, homogeneizou-se por agitacdo suave e deu-se um
choque térmico a 42 °C por 90 segundos. Adicionaram-se 800 ul de meio de
cultura LB (liquido), incubou-se por 45 a 60 minutos a 37 °C e plaqueu-se a
mistura em placa de petri com meio LB (sélido) contendo IPTG (0,5 mM), X-gal (80

pug/ml) e o antibidtico ampicilina (100 pg/ml).
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3.2.3 Analise por “PCR de Colénia” das bactérias transformadas

Para confirmar a presenga das construgdes realizadas (pGEM-ube2g2 e
posteriormente no pET28-ube2g2) nas bactérias transformadas, realizou-se um
"PCR de colbnia”. Amostras de 10 clones escolhidos arbitrariamente foram
ressuspendidas em 50 ul de H,O bidestilada estéril, em tubo de 1,5 ml. Colocou-
se em agua fervendo (100 °C) por 5 minutos e centrifugou-se 2 minutos a maxima
velocidade. Tomou-se 1 ul do sobrenadante e usou-se como molde da reacéo de
amplificacdo. A reacéo, em todos os casos, foi realizada como em 3.2.1.

Os do PCR revelaram-se por eletroforese em gel de agarose 1%. O DNA
plasmidial dos clones positivos contendo o gene inserido no vetor foi purificado por
meio do método de Lise Alcalina usando o kit Concert Rapid Plasmid Miniprep
System”(Gibco, BRL). Posteriormente esses plasmidios foram utilizados para as
reagdes de sequénciamento e clivagem com enzimas de restricdo, com o intuito

de confirmar a identidade da construgao.

3.2.4 Sequénciamiento de DNA

A reacdo de sequénciamiento DNA pelo método de Didesoxinucleotideos,
(Sanger, 1977) é um método simples e confidvel para a identificagdo de
sequéncias de interesse. Durante o presente trabalho os vetores construidos com
0 gene de interesse foram sequenciados por este método para a confirmagéo da

sequéncia de ube2g2 assim como a seu correto posicionamento dentro dos
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vetores. Em todos os casos usou-se o0 sequenciador automatico “ABI-Prism 377-

DNA Sequencer” (Perkin Elmer) e seguiu-se o seguinte protocolo basico:

Mistura da Reacao

DNA (500ng) 4yl

Tampao "Save Money™ 2 ul

Mix "ET Dye" 2 ul
Oligo (5 pmol/ul) 2 ul
Volume final 10 i

E as condigbes de ciclagem foram:

1 ciclo inicial 96 °C, 2 minutos

95 °C, 20 segundos
35 ciclos

50 ° C, 15 segundos

60 °C, 1 minuto

As sequéncias obtidas foram analisadas comparativamente no banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) usando o
programa BLAST-X e também alinhadas usando o programa Multalin [Corpet et

al,1998].
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3.2.5 Clivagem de DNA com enzimas de restrigao

A clivagem do DNA com as endonucleases de restricdo permite entre
outras coisas o isolamento de um fragmento clonado dentro de um vetor qualquer
(que possua o sitio de reconhecimento pela enzima escolhida) assim a permite a
linearizagdo de um outro vetor necessario para a clonagem. No presente trabalho
realizaram-se duas reagbes de clivagem com fins diferentes: uma para isolar o
gene ube2g2 do vetor pGEM-T e outra para linearizar o vetor pET28a e possibilitar
a posterior subclonagem do gene nesse vetor de expresséo.

As reacgbes de clivagem realizaram-se usando as enzimas Ndel e Xhol e

com seguindo o protocolo basico [Sambrook et al 2001]:

- Em um tubo de 1,5 ml misturar:

-DNA 0,1a0,4 ug

-Tampéo da enzima 1X

- Ndel/Xhol 1Unidade /ug de DNA
- H,0 estéril corrpl_etar g.s.p 20

As reagdes foram incubadas a 37 °C durante 3 ou 4 horas . Os resultados
foram analisados em gel de agarose 1% , usando como controle da reacdo um

fragmento de DNA sem clivar.
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3.2.6 Subclonagem do gene ube2g2 no vetor pET28a

Para subclonar o gene ube2g2 no vetor de expressao pET28 usou-se uma
aliquota do fragmento clivado (com as enzimas Ndel e Xhol) e isolado do vetor
pGEM-T e uma aliquota do vetor pET28 também clivado com as mesmas
enzimas, realizando a reacao de ligagédo e subsequente transformacéo das cepas

bacterianas E.coli DH5a e BL21(DE3), seguindo os passos descritos em 3.2.2.

3.2.7 Indugao da expressao em E.coli BL21 (DE3)

As bactérias E.coli BL21 (DES3) transformadas a constru¢cdo pET28ube2g2
(previamente confirmada por sequénciamento) foram crescidas em meio LB
liquido contendo o antibiético canamicina durante 2hs a 37°C em agitagao
constante até a cultura atingir uma densidade 6ptica, DO= 0,6 (medida a 600 nm
em espectrofotbmetro). Nesta densidade coletou-se uma amostra (500ul) da
cultura antes da indugdo com IPTG, como controle negativo da indugéo reacgao.
Logo apds realizou-se entdo a indugédo da expressao colocando ao meio o indutor
em concentragdes finais que variaram entre 0,1 mM e 1mM. As células foram
induzidas durante 3 hs a 30 °C ou 37 °C. Para analisar o resultado da expressao a
amostra, coletadas a cada uma hora apos a indugao, foram centrifugadas, fervidas
e ressuspendidas no tampao de corrida pare eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE em condi¢des desnaturantes, segundo o método de Laemmli, (1970).
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3.2.8 Teste de solubilidade da proteina recombinante UBE2G2

O teste de solubilidade é feito para determinar se a proteina recombinante é
expressa de maneira soluvel ou insoluvel na bactéria. Para isto, depois de
terminada a indugdo, a cultura de bactérias (acima de 50 ml de meio) é
centrifugada, lisada e fracionada, para obter as fragbes de proteinas soluveis (S,
sobrenandante) e as fragdes insoluveis (P, pellet). A analise de cada uma através
de SDS-PAGE permite determinar em qual das duas fragdes a proteina de
interesse se encontra.

Para realizar o teste, 250 ml de cultura induzida foram centrifugadas
durante 10 minutos a 4 °C e a 10.000 RPM. O precipitado ou pellet de bactérias foi
logo ressuspendido em tampao de lise (20 mM Fosfato, 500 mM NaCl, pH 7,4) e
as células lisadas por sonicagao, 10 pulsos de 20 mA durante 1 minuto cada um, a
4 °C. Apds a sonicacado as fragbes soluveis e insoluveis foram separadas por
centrifugagdo, 10 minutos a 4 °C e 10.000 RPM e aliquotas de ambas fragbes
foram processadas e usadas para revelar o resultado em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE 15%.

3.2.9 Purificagao da proteina 4;sUBE2G2 por Cromatografia de Afinidade

A cromatografia de afinidade (Porath et al.,1975) para a purificagcdo de

proteinas se baseia na capacidade de determinados aminoacidos doadores de

eletrons tais como: histidina (his), triptofano (trp) e fenilalanina (phe) de se ligarem
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de maneira reversivel a ions metalicos (como o niquel) imobilizados em uma
matriz. Esta técnica oferece uma alta seletividade, uma alta resolugdo e um alto
rendimento do produto desejado na forma pura.Por outro lado, o Kit His-trap
(Amersham-Pharmacia) utilizado neste trabalho esta desenhado para a rapida e
reproduzivel purificacdo de proteinas expressas com cauda de histidinas. A coluna
utilizada consta de uma matriz de sefarose de alta performance capaz de reter
atomos de metais como o niquel; as proteinas sao retidas pela afinidade das
histidinas ao niquel ligado a matriz. Uma vez retidas as mesmas sédo eluidas com

uma solugao tampao contento o competidor das histidinas, o Imidazol.

3.2.10 Preparacao das amostras para a purificagao

Uma vez finalizada a expressao na cultura de bactérias, as amostras foram
processadas e reveladas em gel SDS-PAGE 15 %, descrito em 3.2.7 e 3.2.8 para
obter a fragao soluvel contendo a proteina ysUBE2G2 .

Antes de injetar a amostra na coluna de niquel a mesma foi filtrada em filtro
de 45 ym. A coluna His-trap foi previamente lavada com 5 ml de H,0 destilada e
deareada. Foi carregada com 0,5 ml de solugdo de sulfato de Niquel, 0,1M e
novamente lavada com 5 ml de H,0 para eliminar o excesso de niquel. Mais tarde,
a coluna foi equilibrada com 10 ml de tamp&o Fosfato 20mM, 500 mM NaCl. Uma
vez equilibrada a coluna injetou-se, manualmente, a amostra proveniente da
fracdo soluvel de proteinas da bactéria. Finalmente a coluna foi conectada ao
sistema HPLC, o qual automaticamente iniciou o processo de purificacdo em

gradiente de concentracao de imidazol (de 0% até 100%).
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Para revelar o resultado, aliquotas de diferentes fragdes obtidas durante o
processo foram processadas com ja descrito anteriormente para serem aplicadas

em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15%.

3.2.11 Quantificagao de Proteinas (Método de Bradford)

O método de Bradford, desenvolvido para medir a concentracido de
proteinas, € baseado na quantidade de corante Coomasie Blue que se liga nas
proteinas de interesse comparado com a quantidade do corante ligado a uma
outra proteina de concentragdo conhecida; normalmente utiliza-se BSA (Bovine
Serum Albumine) para realizar a curva de calibracdo. Este método é eficiente na
medi¢cao de quantidades de proteina de 1 a 10 pg.

No presente trabalho usou-se esta metodologia sempre que foi necessaria
a quantificagao de proteinas, tanto apés a purificagao de ube2g2 como quando foi
necessario determinar a quantidade de proteinas soluveis em células HelLa. O

protocolo usado foi o seguinte:

1. Em tubos de microcentrifuga, aliquotar (por duplicata ou triplicata) 5, 10, 15 e
20 pl da solugéao de BSA (0,5 mg/ml) e completar ate 100 yl com uma solugao
de NaCl (0,15 M). Em dois tubos diferentes aliquotar a mistura para ser usada
como branco.

2. Adicionar 1 ml de Coomasie Brillant Blue e mexer no vortexador. Deixar 2

minutos repousando.
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3. Colocar as amostras em cubetas de quartzo de 1ml e determinar a
absorbancia (Abs a 595 nm) e realizar uma curva padrdo, Absorbancia vs
Concentracédo de BSA.

4. Para a proteina de interesse, realizar varias diluicdes e medir a absorbancia
como em 3. Comparar os valores de Abs com os da curva padréo e determinar
a concentracdo meia da proteina.

Para a medigao foi utilizado o espectrofotometro Gensys 2 ,Spectronic.

3.2.12 Imunizagao de camundongos para produgao de anticorpos

Com o intuito de obter anticorpos policlonais contra a proteina UBE2G2
cinco camundongos machos adultos foram imunizados por injecdo sub-cutanea,
utilizando adjuvante para ativar a resposta imune. Para ser usada como antigeno,
a proteina foi purificada segundo descrito em 3.2.10 e a medi¢édo da concentragéo
como descrito 3.2.11.

Um camundongo foi imunizado com 50 ug da proteina purificada mais o
adjuvante completo de Freund (Sigma) e quatro camundongos foram imunizados
com 50 ug de proteina com adjuvante incompleto.

Apoés 45 dias fez-se uma segunda imunizagdo usando 50 pg de proteina
mais adjuvante incompleto de Freund. A coleta do sangue e o processamento do

soro foram realizados no dia 11° apos a segunda imunizagao.
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3.2.13 Ensaio de Western Blot

Para testar os anticorpos anti-ubiquitina (R&B systems) e os anticorpos anti-
UBE2G2 (produzidos nos camundongos) foi realizado um ensaio de Western Blot.
As amostras protéicas a serem analisadas foram resolvidas através de
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. Apds a corrida este gel foi imerso em
tampao de transferéncia (Trisl 200mM, Glicina 50mM, metanol 15%), juntamente
com uma membrana de nitrocelulose (Millipore) e dois pedagos de papel Whatman
3MM. O gel foi entdo colocado em um aparato de eletroforese (Cuba de
eletroforese Mini V8 - GIBCO BRL - Life Technologies), e submetido a voltagem
de 150V e 160mA durante 1 hora e 30 minutos, para realizar a transferéncia das
proteinas do gel para a membrana. Terminada a transferéncia, a membrana foi
corada durante 5 minutos em solugédo de Ponceau (Ponceau 0,5%, acido acético
0,1%), para visualizagdo das bandas. Esta membrana foi entdo incubada em
solugao de bloqueio (leite em p6 5% em TBS), durante 60 minutos, lavada 4 vezes
com TBS 1X (Tris 50mM e NaCl 150mM), e incubada por 2 horas com o anticorpo
primario : soro proveniente dos camundongos imunizados no caso do western blot
para Ube2g2 (diluido em TBS, 1:10.000) e anticorpo monoclonal anti-ubiquitina
(1ug/ml, em TBS) no caso do ensaio de western blot de HelLa ou durante a
revelagcédo de ensaio de pull-down. A membrana foi novamente lavada com TBS e
incubada com o anticorpo secundario (Anti-Mouse IgG conjugado a fosfatase
alcalina; Sigma) diluido 1:10.000 por 2 horas sob agitagao suave. A membrana foi
lavada novamente e revelada com uma solugdo NBT-BCIP AP ("Western Blue" -

Sigma).
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3.2.14 Medicao do Espectro de Dicroismo Circular

As macromoléculas biologicas, tais como as proteinas, os carboidratos e os
acidos nucléicos, sdo compostos de muitas unidades opticamente ativas que
exibem sinal de Dicroismo Circular ou CD, do inglés, Circular Dichroism. Essas
moléculas opticamente ativas absorvem a luz polarizada e provocam alteracéo na
polarizacdo da luz incidente. A técnica de CD detecta essa alteragdo através da
medida da diferenga da absor¢do da luz circularmente polarizada a direita e a
esquerda apods esta passar através de uma amostra (Figura 3.1). A auséncia de
uma estrutura regular resulta em um valor de zero para o CD, em quanto a
presenca de uma estrutura ordenada resulta em um espectro que pode conter

sinais positivos ou negativos.

Proporcdoes iguais de luz
circularmente polarizada a

dirgitac a chqucrdu\‘

Polarizacio a direita
preferencialmete

Amostra .
absorvida

Figura 3.1: llustracdo esquematica do fendbmeno de dicroismo circular.
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No caso das proteinas o dicroismo circular € particularmente util para:

+ A determinagao do enovelamento da estrutura secundaria, e dessa

maneira a familia a qual ela pertenceria.

« Comparacéao de proteinas extraidas de diferentes recursos ou

métodos.
s Determinacado do comportamento da proteina em diferentes solugdes

No intuito de obter dados preliminares sobre a estrutura secundaria de
HisUBE2G2 humana expressa em bactérias realizou-se a medi¢ao do Espectro de
Dicroismo Circular da proteina. Para isto foi utilizado o espectropolarimetro Jasco
J-720 e luz circularmente polarizada na faixa dos 195 e 250 nm e cuvetas de
quartzo de 1 mm. A proteina hisUBE2G2 usada foi purificada por cromatografia de
afinidade como ja descrito em 3.2.9 e dialisada contra o tampéo Tris-Cl (pH 7,4);
apbs isso a concentracdo da proteina foi medida como descrito em 3.2.11e
posteriormente diluida até a concentracao final de medicao [0,28 mg/ml]. A analise
do CD em termos do conteudo de estruturas secundaria foi realizada usando o
programa SELCOM 2, baseado no “Self-Consistent Method algorithm [Sreerama

et al 1993]

3.2.15 Cultura de células HelLa

As células HeLa sao uma linhagem epitelial imortalizada derivada do
carcinoma cervical mortal humano [Henrietta Lacks, 1951]. As células sao do tipo

aderente (se grudam nas superficies) e apresentam inibigdo de crescimento por
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contato, isto €, uma vez espalhadas na garrafa de cultura elas param de crescer
quando entram em contato entre si, devido a sinais de inibicdo do ciclo celular.
Para crescer as células Hela, elas foram descongeladas e semeadas em duas
garrafas de 75 cm?, contendo o meio de cultura D-MEM (invitrogen) suplementado
com soro fetal bovino (10%), glutamina (2 mM), e os antibidticos, penicilina (100
U/ul) e estreptomicina (100 ug/ml). A cultura foi mantida a 37 °C, com uma tensé&o
de C025 %, até atingir uma densidade de 6 x 10° células/ml. Posteriormente estas
células forma processadas para a obtengao do extrato celular: as duas garrafas de
cultura foram tratadas com uma solugao de tripsina para desgrudar as células do
frasco e seguidamente centrifugou-se a maxima velocidade durante 2 minutos.
Isto permitiu separar a células do meio de cultura e dispensar este ultimo. O
precipitado contendo as células (ou pellet) foi logo ressuspenso no tampéao de
reagao, “BR”. Tris-Cl (20 mM), NaCl (120 mM), PMSF (10mM), pH 7,4 e
posteriormente sonicado com 8 pulsos de 1 minuto (cada um) a 20 mA para
romper a integridade celular. A separagdo da fracdo soluvel (contendo a
ubiquitina) foi separada por centrifugacédo durante 10 minutos a 4 °C. Assim o
sobrenadante foi coletado e a medigcdo da concentragdo de proteinas foi feita

segundo descrito em 3.2.11.

3.2.16 Determinagao de Ubiquitina no extrato celular de HeLa

Com o intuito de demonstrar a existéncia de moléculas de ubiquitina na

linhagem de células humana Hela, antes de preparar o ensaio de pull-down,
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realizou-se a immunodetecdo da proteina mediante a técnica de Western Blotting,
usando anticorpos monoclinais anti-Ub humana.

Uma aliquota do sobrenadante da linhagem obtido e processado segundo
descrito em 3.2.15 foi aplicada e corrida no gel de poliacrilamida 15 % com SDS e
mais tarde transferida para uma membrana de nitrocelulose segundo descrito

3.2.13, para a posterior deteccdo com o anticorpo comercial anti-ubquitina

(Tpg/ml).

3.2.17 Ensaio de pull-down

O ensaio de “pull-down” [Kaenli et al, 1991] € um método realizado in vitro
para determinar a interacao fisica entre duas ou mais proteinas. Pode ser usado
para confirmar interagbes proteina/proteina ja demonstradas por outras técnicas,
por exemplo, co-immunoprecipitagdo, duplo hibrido, e também para realizar um
“screening” para a identificagdo de novos interactomas.

A técnica, basicamente precisa da presenga de uma proteina pura e em
fusdo com GST ou His-tag [Soutoulgu et al , 2000] como a “isca” usada para

“pescar” a comtraparte de interagao (presa), como se mostra na figura 3.2.
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Figura 3.2: Interagao proteina/proteina e “pull-down” entre a isca e presa alvo. A isca esta em
fusdo com a cauda N-terminal de histidinas (his-tag).

A proteina “isca” em fusdo com as histidinas (entre 6 e 10 aminoacidos ) ou
com a proteina GST é capturada por um suporte ao qual se liga por afinidade,
gerando assim um segundo ligando para purificar outras proteinas que vao
interagir com a isca.

No intuito de demonstrar que a proteina recombinante ;sUBE2G2 tinha sido
expressa na sua forma ativa, isto €, como uma enzima ligante de ubiquitina,
realizou-se o ensaio de "Pull-Down”, utilizando a proteina L;sUBE2G2 purificada
por cromatografia de afinidade e um extrato de células humanas, como fonte de
moléculas de ubiquitina livres. A linhagem de células utilizadas no caso foi a Hela,
e o extrato celular foi obtido segundo descrito em 3.2.15.

Aproximadamente 500 ug de proteina soluvel (em tampao BR pH 7,4) do
extrato foi misturada com 50 pg de sUBE2G2 (previamente dialisada contra o

tamp&o BR) e mistura incubada por 2 hs a 4°C. Adicionou-se aproximadamente 50
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ul de resina Ni-NTA (Qiagen) e incubando novamente por 4 hs a 4°C em agitagao
constante. Finalmente o complexo resina-ysUBE2G2/Presa foi submetido a
eletroforese SDS-PAGE e logo transferido a membrana de nitrocelulose de 45-uym
(Millipore) para revelar os resultados pela técnica de Western blotting, usando
para detectar a interagdo o anticorpo monoclonal anti-ub humana. Como controle
negativo 0 mesmo experimento foi realizado em auséncia da proteina “isca”. (ver

discussao).
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4. Resultados

4.1 Amplificagado da Fase Aberta de Leitura (ORF) do gene Ube2g2

A fase aberta de leitura do gene ube2g2 foi amplificada por PCR a partir de
um painel de cDNAs de cérebro humano (CLONTECH). O produto amplificado
apresentou um tamanho similar ao esperado (495 pb) quando analisado em gel de
agarose 1% (Figura 4.1). Este fragmento foi eluido do gel de agarose, purificado e
ligado no vetor pGEM-T. Apds a transformagdo e selegdo das colbnias
recombinantes, o DNA plasmidial foi purificado e sequenciado, seguindo os
passos descritos em 3.2.4. A sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia do
gene publicada por Katsanis e colaboradores (1998) usando o programa BLAST,

confirmando a autenticidade do inserto.

M P

pb

1000 P

500 ) y Ube2g2

Figura 4.1: Amplificagdo (PCR) do fragamento 495 pb correspondentes a ORF de ube2g2, usando
com molde, cDNA de cérebro humano. M: Marcador de peso molecular de DNA, P: aliquota da
amplificagdo. O gene se indica com uma seta . (revelado por eletroforese em gel de agarose 1 %
e brometo de etidio)
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4.2 PCR de Colénias de E.coli (pGEM-ube2g2)

A reacédo de PCR de Colbnia realizada, segundo descrito 3.2.3, usando os
primers especificos para o gene, demonstrou que as 10 colénias brancas
escolhidas aleatoriamente e analisadas possuiam o vetor recombinante, com o
inserto ube2g2 de 495 pb , pGEMube2g2 (Figura 4.2). Além dessa reacao foram
feitas outras utilizando os primers SP6promoter € T7 terminator, €Specificos do vetor e
que correspondem as sequéncias franqueadoras 5 e 3’ respectivamente, da
regiao de clonagem. Isto foi realizado para eliminar qualquer duvida de
contaminagado nas amostras. O tamanho esperado de 700 (inserto + sequéncias
franqueadoras adjacentes) foi evidenciado também em gel de agarose 1% (dados
nao apresentados). Em ambas as reagdes de utilizou-se agua bidestilada e estéril

como controle negativo da reagao.

Clones (E.coli)

9 10
pb

500

Figura 4.2: PCR de col6nias em E.coli DH5a transformadas com o vetor pGEM-Ube2g2 (usando
primers especificos para o gene). A banda esperada de 495 pb se apresenta fortemente intensa
nos 10 clones (numerados de 1 a 10) analisados. M: marcador de peso molecular de DNA,1Kb.
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Esses resultados permitiram prosseguir com o passo de extragdo de DNA
plasmidial segundo a metodologia de mini preparagcdo descrita em obtendo
aproximadamente 180 a 200 ng/pl de concentragdo do vetor para as colbnias

selecionadas.

4.3 Subclonagem da ORF ube2g2 no vetor pET28a

Para acelerar o processo de subclonagem da ORF no vetor de expresséo
realizaram-se clivagens duplas tanto do plasmideo recombinante pGEM-ube2g2
como do vetor pET28 (circularizado). Usou-se para este motivo as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol numa mesma reagao, como descrito em 3.2.5. Por um lado,
isto evitou a perda de material como consequéncia dos passos adicionais de
purificacdo do DNA clivado, caso tiver clivado o mesmo com as enzimas
separadamente e por outro lado permitiu obter grandes quantidades de vetor
linearizado e de inserto.

A construcdo pET-ube2g2 foi realizada com sucesso assim como a
transformacéo das bactérias E. coli. Uma vez crescidas estas, em placas de meio
LB-agar suplementado com canamicina, realizou-se o PCR de colonia como ja
descrito, revelando resultados similares aos obtidos e esperados durante a
clonagem do vetor pGEM.

As posteriores reagdes de sequénciamento realizadas com o vetor
pETube2g2 permitiram demonstrar que o gene ube2g2 tinha sido clonado com

sucesso no vetor, com a fase de leitura correta e com a orientacdo esperada,isto
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€, em fusdo com a sequéncia codificante para as histidinas na posi¢ao “upstream”

do primeiro ATG do gene.

4.4 Expressao heteréloga de ,;sUBE2G2

Para expressar a proteina gsUBE2G2 primeiramente realizou-se a
transformagao das bactérias E.coli BL21 (DE3) com um dos vetores pET-ube2g2
(purificado através da técnica de “miniprep”) cuja sequéncia tinha sido previamente
confirmada por sequénciamento. Das bactérias transformadas escolheram-se duas
as quais foram crescidas em meio liquido, segundo descrito em 3.2.7. O resultado
da inducdo demonstrou que a expressdo da proteina recombinante foi bem
sucedida em apenas 3hs de indugdo a 30 °C, 200 RPM apds ter adicionado o

indutor IPTG na concentragao final de 0,1 mM, como se revela na figura 4.3.

Clone 1 Clone 2
M N, 1h 2h  3h N.i 1h 2h
kDa
50|~ '
3y -
n "
28| e N e b W
— . :..__ — —

Figura 4.3: Resultado da expressdo da proteina ;;UBE2G2 (20 kDa) em duas colbnias de
bactérias E.coli BL21 (DE3) induzidas durante 3 hs a 30C, 200 r.p.m. com 0,1 mM de IPTG . M:
marcador de peso molecular para proteinas.N.I: Controle negativo nado induzido e 1h, 2h, 3h:
amostras da expressao coletadas apds uma, duas, e trés horas de inducdo. A seta vermelha a
direta indica a banda de expressao da proteina. Gel SDS-PAGE15%
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O peso molecular esperado para a proteina recombinante era de 20
kilodaltons (kDa) devido aos 18,5 kDa estimados para a sequéncia de
aminoacidos da UBE2G2 mais a fusdo N-terminal (contendo a cauda de

histidinas) de aproximadamente 2 kDa adicionais.

4.5 Teste de solubilidade de ysUBE2G2

O teste de solubilidade demonstrou que a proteina ;sUBE2G2 foi expressa
de maneira soluvel, usando o sistema de expressdo pET e a cepa bacteriana
E.coli BL21 (DE3) nas condi¢des de expressao ja descritas 4.4. O resultado do
teste foi revelado através do gel de poliacrilamida (figura 4.4) junto aos resultados
da purificacdo. O fato de ter obtido a proteina de maneira soluvel facilitou
grandemente a continuagéo do trabalho e do passo seguinte que foi a purificacao

mediante a cromatografia de afinidade em colunas de niquel.

4.6 Purificagao da proteina 4;sUBE2G2 por cromatografia de afinidade

Durante o passo de purificagdo por cromatografia de afinidade em colunas
de niquel usaram-se aproximadamente 20 ml de sobrenadante, os quais foram
obtidos a partir de 1 litro de cultura, seguindo os passos descritos em 3.2.7 e
3.2.8. Esses 20 ml foram filtrados (usando filtro de 0,45 -m) e injetados
manualmente numa coluna de 1 ml (Hi-trap). Finalizada a cromatografia de
afinidade (usando o sistema HPLC), conseguiu-se coletar 8 fragdes de 8 ml cada

uma , contendo a proteina i sUBE2G2 completamente purificada. As 8 fragcbes se
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corresponderam a eluigdo da proteina com concentragdes de imidazol dentre 50 a
250 mM (em tampéao fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,4 ). Na figura 4.4 se
apresentam o resultados da purificagao (trés fragdes apds a eluigdo, chamadas
de: E1, E2 e E3) conjuntamente com os resultados da expressao e o teste de
solubilidade para a proteina.

A concentragao da proteina purificada (medida pelo método de Bradford) foi
de aproximadamente de 3,4 mg/ml de proteina pura. Sendo entdo o rendimento da
expressao, sob essas condi¢des, de 27 mg de i sUBE2G2 pura por litro de cultura

induzida.

Expressao T.Sol. Purificacédo
M N.i 1h  2hs 3hs P S E1 E2 E3
Kda
50 [SEE.
- =

30 -

;“. -
20

Figura 4.4: Resultados da Expressao, teste de solubilidade e Purificagdo da proteina ;;UBE2G2
(revelado por SDS-PAGE 15%). Note-se que, no teste de solubilidade (T.Sol) a banda de 20kDa da
proteinas aparece majoritariamente na fragcdo soluvel (S) embora haja uma minoria na fragédo
insolavel (P). As fragbes coletadas durante a purificagdo (E1, E2 e E3) contém a proteina
altamente pura sem contaminastes bacterianos. M: Marcador de Peso Molecular para proteinas,
Ni: controle negativo da indugao, 1-3hs: tempo de indugdo da expressao protéica.
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4.7 Andlise dos anticorpos policlonais anti-yisUBE2G2.

Com o intuito de produzir anticorpos contra a proteina isUBE2G2 foram
imunizados cinco camundongos utilizando-se o protocolo descrito em 3.2.12. O
soro dos animais foi processado e analisado através do ensaio de “Western Blot”
para detectar a presenca de anticorpos anti- 4jsUBE2G2 com descrito em 3.2.13.
Como mostra a figura 4.5, apenas o soro extraido de dois animais imunizados
gerou uma resposta imune especifica contra a proteina, reconhecendo uma banda
do tamanho esperado para a proteina recombinante. Este resultado indica que o
soro produzido possui anticorpos capazes de reconhecer especificamente a

proteina.

20 kDa » . .

Figura 4.5: Western Blot (revelado com NBT-BCIP AP) onde se monstra o reconhecimento da
proteina ,sUBE2G2 por parte dois anti-soros imunoespecificos (B e C). A diluigdo dos soros
utilizados foi de 1/10.000.
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Esses mesmos soros foram utilizados para ensaiar a detec¢ao da proteina
nativa endogenamente expressa em células humanas. Para isto foi realizado outro
western blot (3.2.13) a partir do extrato de células HelLa, mas com resultados

negativos.

4.8 Espectro de dicroismo circular (CD) para 4;sUBE2G2

No intuito de obter as primeiras evidéncias sobre a estrutura secundaria ou
o tipo de enovelamento que esta possui logo de ter sido expressa num sistema
heterdlogo e logo de ter sofrido um passo de purificagao, foi medido o espectro de
dicroismo circular da proteina recombinante em tampao Tris-HCI como descrito
em.

O espectro de CD mostrou um minimo local a 208 nm e um Maximo a 197
nm com interse¢cdo em zero a 201,5 nm (figura4.6). O conteudo de estrutura
secundaria da proteina n;sUBE2G2 estimado pelo programa SELCOM 2 resultou

em:

> 35 % Hélices a
> 21 % Folhas (3 -antiparalelas

> 23 % Giros

> 21 % Desordenada
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Figura 4.6: Espectro de Dicroismo Circular da proteina ysUBE2G2, em tampao Tris-Cl (pH 7,4).
Usaram-se nessa medigdo aproximadamente 0,28 mg/ml de proteina em cuvetas de quartzo. O
grafico representa os valores de elipticidade (8) em fung¢édo da luz ultravioleta (far-uv) na faixa dos
190 a 250 nm de comprimento de onda.

Como mostram esses resultados a proteina sUBE2G2 apresentou o
conteudo de estrutura secundaria esperado para uma proteina enovelada e

by

semelhante a estrutura do tipo o/, segundo a desconvolucdo feita depois de
terminada a medicdo do CD. Quando comparados os valores para Hélices a e
Folhas B, formadoras do core tipico na familia E2, com a proteina scUBC7

percebe-se que sao semelhantes; também o foram quando comparados com a

proteina humana UBCS9, ver figura 4.7:
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scUBC7 (PDB: 2UC2Z2) hUBC9 (PDB: 1u9a)
alfa (a): 31,7%
beta (B) : 14,1% alfa (a): 33,8%

beta (B): 17.5%

Figura 4.7: Estruturas tridimensionais de dois dos membros da familia UBC, usados como
referentes para a comparagao com UBE2G2.

4.9 Ensaio de Pull-Down

4.9.1 Western blot de células HelLa

Antes de analisar a habilidade da proteina ube2g2 de ligar moléculas de
ubiquitina (in vitro) a partir de um extrato de células Hela, foi realizado o western
blot dessas células usando os anticorpos monoclonais especificos anti-ub
segundo descrito em 3.2.13. Depois de revelado o resultado do ensaio
demonstrou que efetivamente existiam moléculas de ubiquitinas no sobrenadante
celular, como se evidencia na figura 4.8 A. Isto permitiu continuar com o ensaio de

Pull-Down, detalhado a continuagao.
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4.9.2 Pull-Down de ubiquitina-;sUBE2G2

Durante este experimento foi observada a capacidade da proteina pura
msUBE2G2 de ligar ou “sequestrar” moléculas da proteina ubiquitina, in vitro,
obtidas do estrato celular de HeLa. Uma unica banda de aproximadamente 8 kDa
foi detectada (Figura 4.8B-Il) quando o extrato foi misturado com a proteina e
incubada no tampdo de reagdo BR, segundo descrito em 3.2.17. Quando a
proteina estava ausente na mistura de reagao na foi evidenciada a presencia da
molécula de ubiquitina, indicando que é necessaria a presencia da “isca” UBE2G2.
Para ter certeza que os anticorpos anti-ub ndo estavam reconhecendo de maneira
inespecifica resina de NI-TA usada para precipitar o complexo ub-ube2g2, realizou

o western blot apenas com a resina aonde nao houve reacao alguma (figura 4.7B-

11

Ubiquitina P e—

Extrato Hela + +

ol IRF2(G2 - +

Figura 4.8. A: Ensaio de western blot do extrato de células Hela, usando anti-ub, detectando a
presenca da molécula de 8 kDa (segundo descrito em MeM). B: Trés ensaios independentes de
pull-down revelados através do western blot com anticorpo anti-ub. I: Misturou-se apenas o extrato
de HelLa com a resina de Ni-TA, sem a presenga da isca UBE2G2; II: misturou-se o extrato mais a
isca junto com a resina, sendo detectada a banda esperada para ubiquitina, e Ill: controle onde se
misturou apenas a isca e a resina, demonstrando assim que o anti-ub ndo reconheceu a proteina
isca, UBE2G2 . A diluigdo do anticorpo utilizada em todos os ensaios foi de 1ug/ml (segundo
especificado pelo fabricante)
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5. Discussao Geral

A tecnologia do DNA recombinante hoje em dia e usada rotineiramente para
a preparacido e obtencdo de proteinas para estudos estruturais através das
técnicas de CD, RX, NMR, entre as mais comuns. Entre outros beneficios
permitem incrementar a quantidade do produto de interesse quando comparado
com outras técnicas de extragéo y purificacdo de proteinas [Derewenda, 2004].

Durante o desenvolvimento deste trabalho logrou-se isolar a fase aberta de
leitura pertencente ao gene humano ube2g2, através da amplificagdo por PCR e
usando como fonte de DNA, um painel de cDNA de cérebro humano. Devido a
que a informagao previamente publicada que indicava que este gene se achava
amplamente expresso em varios tecidos humanos [Katsanis et al, 1998], a escolha
deste do painel de cérebro humano foi simplesmente arbitraria. Desta maneira o
isolamento da ORF-ube2g2 possibilitou as subsequentes reacbes de clonagem e
subclonagem nos vetores utilizados .

A expressao da proteina UBE2G2 foi bem sucedida utilizando o vetor de
expressao pET28 e a cepa de bactérias E.coli BL 21 (DE3). Dentre os diversos
sistemas de expressao de proteinas disponiveis atualmente, o sistema bacteriano
continua sendo o mais utilizado, devido principalmente aos altos niveis de
expressao protéica, ao baixo custo e a possibilidade de obter resultados em um
curto periodo de tempo e de maneira reproduzivel [Sambrook et al, 2001]. E os
resultados da expressao e purificagdo de ube2g2 confirmaram a sua utilidade: a
partir de 1 It de cultura de células obteve-se aproximadamente 27 mg de proteina

pura e soluvel, utilizando baixas concentra¢des do indutor IPTG (0,1 mM), curto
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tempo de indugdo e apenas um passo de purificagcdo por cromatografia de
afinidade. A quantidade de proteina obtida nessas condigdes permitiu prosseguir
com 0s passos posteriores (e mais relevantes do trabalho) que foram: a medi¢éo
do espectro de dicroismo circular (CD) para a analise estrutural, os ensaios de
atividade in vitro (pull-down) medindo a capacidade de ligar moléculas de
ubiquitina assim também com a m como a producéo de anticorpos policlonais em
camundongos e teste de interagao proteina-proteina em leveduras.

Com a proteina rsUBE2G2 purificada por cromatografia conseguiu-se
analisar o conteudo de estruturas durante a medi¢cdo do espectro de dicroismo
circular. Os valores obtidos para hélices o e folhas B, permitiram inferir que o
enovelamento da proteina humana estava acorde ao esperado para um membro
da familia E2 [Cook et al.,1992, 1993, 1997; Tong et al., 1997;Miura et al., 2002;
Houben et al, 2004; Wu et al.,2003]. E de destacar que o enovelamento
(aparentemente) ndo foi afetado mesmo em presenca de 20 aminoacidos
adicionais presentes na cauda de histidinas (HIS tag), aportando mais uma
evidencia ao respeito [Bucher et al, 2002]. O uso deste tag ndo so influencio
positivamente os niveis de expressao e o rendimento geral da purificagdo, também
apresentou uma vantagem sobre outras fusdes igualmente apropriadas para obter
grandes rendimentos da proteina de interesse: o fato da fusdo nao interferir no
enovelamento da proteina permite realizar os ensaios estruturais sem a
necessidade, na maioria dos casos, de cliva-la, independentemente da sua
posicdo, N ou C-terminal, na proteina de interesse. Em favor deste fato se

encontram as proteinas que cujas estruturas tridimensionais foram determinadas
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mesmo em presenca da cauda de histidinas, estudos recentes indicam que do
90% de estruturas cristalograficas ja resolvidas, (fazendo uso da tecnologia do
DNA recombinante), aproximadamente um 60% delas (onde se incluem proteinas
de membrana) foi expressa e purificada usando algumas das variantes para HIS
tag [Derewenda, 2004], com 100 estruturas publicadas com a cauda. E por isso
que os do espectro de CD foram altamente informativos e confiaveis, sendo a
primeira vez que se obtém dados estruturais para UBE2G2. E quando associados
com os ensaios de atividade permitem inferir que a sUBE2G2 foi expressa na
sua forma ativa, capaz de ligar moléculas de ubiquitina in vitro. Caso nao estiver
enovelada corretamente isso teria se evidenciado pela incapacidade de interagir
com a ubiquitina, por um lado e um espectro de CD particular para a proteina por
outro. E por isso que a clivagem do HIS tag da proteina humana nao foi
necessaria o qual evitou a perda de tempo, material e ate a fungao da proteina,
problemas gerados como consequéncia dos passos adicionais que implicam, o
uso de proteases especificas e a posterior separacao dos produtos finais, isto &, a
protease, o tag e a proteina de interesse (passo quase obrigatério quando se
usam GST, Glutathione-S-Transferase ou MBP, Manose-Binding-Protein, por
exemplo). Eventualmente em um futuro préximo, os dados obtidos aqui poderao
ser comparados com os obtidos para a proteina em condigbes experimentais
diferentes, como por exemplo, variando a temperatura, pH, concentracao salina e
mesmo apos de ter clivado o HIS tag. Mas o que finalmente interessa obter ¢é a
estrutura 3D da proteina ysUBE2G2, para o qual sao necessarias grandes

quantidades de proteina (~10 mg/ml) para os estudos de cristalizacéo e difragao
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de raios X (RX). Com os resultados obtidos durante a expressao e purificagéo
esse objetivo podera ser atingido proximamente.

Em quanto a técnica de pull-down, aplicada neste trabalho para testar a
capacidade da proteina E2 de sequestrar e ligar moléculas de ubiquitina foi util,
rapida e de baixo custo relativo quando comparada com as metodologias
rotineiramente utilizadas para mostrar a atividade de UBE2G2 (in vitro) o para uma
nova E2. No ensaio de ubiquitinagdo ou Ubiquitination Assay (nome usado em
publicacbes) geralmente a E2 expressa em bactérias em fusdo com a proteina de
17 kDa GST, purificada por afinidade e logo submetida ao ensaio de pull-down
(Sambrook et al 2000). Nos trabalhos ja publicados com a proteina homologa
murina MmUCB7, sempre foi expressa dessa maneira [Fang et al 2001;Tiwari et al
2001; Kim et al 2003; Hakli et al 2004; Kikert et al 2004, Hassinki et al 2005].
Evidentemente o uso da proteina GST como fus&o ¢é valida para expressar e testar
funcionalmente uma E2, inclusive a UBE2G2/MmUBC7. Mas também é
igualmente valida a metodologia implementada no presente trabalho: expressando
a proteina em fusdo com a cauda de histidinas e purifca-la por cromatografia de
afinidade (em colunas de niquel); E ao mesmo tempo € mais rapida e barata que a
traducéo in vitro, em um sistema livre de células [Pelhman et al, 1976] metodologia
que tem um rendimento final de proteina entre 50-300 ng (segundo os sistemas
comercialmente disponiveis, Promega e Ambion). Essa metodologia foi utilizada
também durante ensaios realizados para testar a funcionalidade in vitro de
MmUBC7 [Kim et al 2003], na qual a proteina e mutuantes de mesma foram
traduzidas em presenca de aminoacidos radiativos, Metionina [MetS*] e Cisteina

[CysS®].
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Em quanto aos ensaios realizados através da técnica de Western blot conseguiu-
se demostrar que os anticorpos policlonais foram capazes de reconhecer a
proteina heterdloga sUBE2G2, expressa em bactérias. Esses anticorpos foram
uteis para a immunodetecao da proteina humana ligada a resina de Ni-NTA,
durante o ensaio de pull-down. Mas os mesmos nao foram capazes de reconhecer
a proteina nativa UBE2G2 endogenamente expressa em células HelLa (ver em
resultados, 4.7). Isto pode ter sido aos baixos niveis de expressdo nessa linhagem
tumoral e/ou a baixa afinidade dos anticorpos produzidos, lembrando que apenas
2 dos 5 soros de camundongos apresentaram immunoreactividade contra
msUBE2G2. Por outro lado , quando analisou-se a presenca de moléculas de
ubiquitina nas células HelLa (utilizando os anticorpos comerciais anti-ub)
obtiveram-se resultados positivos, o qual era de se esperar, devido que a molécula
de ubiquitina € uma proteina constitutivamente expressa em todos as células
eucaridticas (Hochstrasser, 1998).

Finalmente cabe destacar que paralelamente a este trabalho foram
realizados outros ensaios com o gene ube2g2. A ORF de 495 pb foi utilizada por
colegas do laboratdrio para realizar estudos de interagao proteina-proteina in vivo,
por meio da técnica de Duplo-Hibrido em leveduras [Osborne et al., 1995]. Essa
técnica tem sido muito util quando se procura confirmar ou demonstrar a interagéo
entre duas proteinas suspeitas. Mas quando se esta analisando novas interagdes
entre proteinas desconhecidas, com foi caso para UBE2G2, as chances de
encontrar interacdes falsas aumenta. Por este motivo ainda deverao ser realizados
mais testes para confirmar os resultados preliminares obtidos pelos colegas.

Possibilitou também, a construcéo de outros vetores nos quais a proteina UBE2G2
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seria usada como fusao (aproveitando os 6timos niveis de expressa da proteina),
para a clonagem e expressdo de genes cujos produtos protéicos resultam
normalmente em corpos de inclusdo insoluveis. O vetor assim construido foi
testado por colegas do laboratério e de outras instituicdbes com resultados
promissorios e em alguns casos sendo similares aos obtidos quando usado os

vetores comerciais (pGEX, pET32, etc), que utilizam a proteina GST como fusao.
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6. Conclusoes

Com os resultados aqui apresentados pode se concluir que, os objetivos de

trabalho propostos foram satisfatoriamente alcancados.

» Logrou-se isolar e expressar o gene humano ube2g2 em um sistema
bacteriano de expressao heterologa.

» Conseguiu-se purificar a proteina em fusdo com a cauda de histidinas
através da Cromatografia de Afinidade, se obtendo grandes quantidades
da mesma.

» Foram produzidos anticorpos policlonais contra a proteina heterologa,
em camundongos.

» Determinou-se a capacidade de ligar moléculas de ubiquitina in vitro.

» A medicao do espectro de CD da proteina pura permitiu demonstrar que
efetivamente UBE2G2 é uma tipica E2 com enovelamento o/f3, comum

nos membros da familia.



65

7.Referéncias Bibliograficas

BRADFORD, M. M., A (1976) Rapid and sensitive for the quantitation of
microgram quantitites of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical -Biochemistry 72: 248-254.273, 6271-6276.

BERNIER-VILLAMOR V, SAMPSON DA, MATUNIS MJ, LIMA CD. (2002)
Structural basis for E2-mediated SUMO conjugation revealed by a complex
between ubiquitin-conjugating enzyme Ubc9 and RanGAP1. Cell. Feb 8; 108
(3): 345-56.

BIEDERER, T.V.C., SOMMER, T. (1996) Degradation of subunits of the
Sec61p complex, an integral component of the ER membrane, by the ubiquitin-
proteasome pathway. EMBO J. 15 (9): 2069-76.

BUSCH, H. GOLDKNOPF, I.L (1977) Isopeptide linkage between nonhistone
and histone 2A polypeptides of chromosomal conjugate-protein A24. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 74, 864-868.

CHAU, V . TOBIAS, J. W., BACHMAIR, A., MARRIOT, D., ECKER, D. J.,
GONDA, D. K., AND VARSHAVSKY, A (1989) A multiubiquitin chain is
confined to specific lysine in a targeted short-lived protein. Science 243, 1576-
1583.

CIECHANOVER, A., SCHUARTZ, A. L (2004). The ubiquitin system:
pathogenesis of human diseases and drug targeting. Biochim Biophys Acta. 29;
1695(1-3): 3-17-

COOK, W.J., MARTIN, P. D., EDWARDS, B. F. P., YAMAZAK], R. K., CHAU, V
(1997) Crystal structure of a Class | Ubiquitin Conjugatin Enzyme (UBC7) from



66

Saccharomyces cerevisiae at 2.9 amstrongs Resolution. Biochemistry 36,
1621-1627.

COOK, W. J., JEFFREY, L. C., SULLIVAN, M. L. & VIERSTRA, R. D. (1992).
Three-dimensional structure of a ubiquitin-conjugating enzyme (E2). J. Biol.
Chem. 267, 15116-15121.

COOK, W. J., JEFFREY, L. C., XU, Y., CHAU, V. (1993) Tertiary structures of
class | ubiquitin-conjugating enzymes are highly conserved: crystal structure of

yeast Ubc4. Biochemistry. 32 (50): 13809-17.

CORPET F. (1988) Multiple sequence alignment with hierarchical clustering,
Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890.

ETLINGER, J.D., AND GOLDBERG, A.L. (1977) A soluble ATP-dependent
proteolytic system responsible for the degradation of abnormal proteins in
reticulocytes. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 54-58.

GOLDSTEIN, G., SCHEID, M.S., HAMMERLING, V., BOYSE, E.A,
SCHLESINGER, D.H., AND NIALL, H.D. (1975). Isolation of a polypeptide that
has lymphocyte-differentiating properties and is probably represented

universally in living cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72, 11-15.

HAAS, A. L., SIEPMAN, T. J. (1997). Pathways of ubiquitin conjugation.
FASEB J. 11, (14): 1257-68.

HAKLI, M., LORICK K.L., WEISSMAN A. M., JANNE O. A., PALVIMO J. J.,
(2004) Transcriptional coregulator SNURF (RNF4) possesses ubiquitin E3
ligase activity. FEBS Lett. 560(1-3): 56-62.



67

» HASSINK, G., KIKKERT, M., VAN VOORDEN, S., LEE, S., SPAAPEN R., VAN
LAAR, T., COLEMAN, C.S., BARTEE, E., FRUH, K., CHAU, V., WIERTZ, E.,
TEB4 is a C4HC3 RING finger-containing ubiquitin ligase of the endoplasmic
reticulum Biochemical Journal Immediate Publication. Published on 27 Jan
2005 as manuscript BJ20041241.

» HATAKEYAMA, S . NAKAYAMA, K (2003) Ubiquitylation as a Quality Control

System for Intracellular Proteins. J Biochem; 134: 1-8.

» HATTORI, M., FUJIYAMA, A., TAYLOR, T.D., WATANABE, H., YADA, T,
PARK, H.S., TOYODA, A., ISHII, K., TOTOKI, Y., CHOI DK, SOEDA E, OHKI
M, TAKAGI T, SAKAKI Y, TAUDIEN S, BLECHSCHMIDT K, POLLEY A,
MENZEL U, DELABAR J, KUMPF K, LEHMANN R, PATTERSON D,
REICHWALD K, RUMP A, SCHILLHABEL M, SCHUDY A, ZIMMERMANN W,
ROSENTHAL A, KUDOH J, SHIBUYA K, KAWASAKI K, ASAKAWA S,
SHINTANI A, SASAKI T, NAGAMINE K, MITSUYAMA S, ANTONARAKIS SE,
MINOSHIMA S, SHIMIZU N, NORDSIEK G, HORNISCHER K, BRANDT P,
SCHARFE M, SCHON O, DESARIO A, REICHELT J, KAUER G, BLOCKER H,
RAMSER J, BECK A, KLAGES S, HENNIG S, RIESSELMANN L, DAGAND E,
HAAF T, WEHRMEYER S, BORZYM K, GARDINER K, NIZETIC D, FRANCIS
F, LEHRACH H, REINHARDT R, YASPO ML. The DNA sequence of human
chromosome 21 (2000). Nature. 405: (6784) 311-319.

» HERSHKO, A., HELLER, H., S., CIECHANOVER, A. (1983) Components of
ubiquitin-protein ligase system. Resolution, affinity purification, and role in
protein breakdown. J Biol Chem. 258 (13): 8206-14

» HOCHSTRASSER, M. (1996) Ubiquitin-dependent protein degradation. Annu.
Rev. Genet. 30, 405-40.



68

HOUBEN, K., DOMINGUEZ, C., VAN SCHAIK, F. M., TIMMERS H. T.,
BONVIN A. M., BOELENS, R. (2004) Solution structure of the ubiquitin-
conjugating enzyme UbcH5B. J Mol Biol. 19; 344(2): 513-26.

JUNGMANN, J., REINS, H., JENTSCH, S. (1993) Resistance to cadmium
mediated by ubiquitin-dependent proteolysis. Nature 361, 369-371.

KAELIN, W.G., JR., PALLAS, D.D., DECAPRIO, J.A.,, KAYE, F.J. AND
LIVINGSTON, D.M. (1991). Identification of cellular proteins that can interact
specifically with the T/E1A-binding region of the retinoblastoma gene product.
Cell 64, 521-532.

KATSANIS, N., FISHER, E.M.C., (1998) Identification, Expression, and
Chromosomal Localization of Ubiquitin Conjugating Enzyme 7 (UBE2G2), a
Human Homologue of the Saccharomyces cerevisiae UBE2G2 Gene Genomics
51, 128-131.

KIKKERT, M., DOOLMAN, R., DAI, M., AVNER, R., HASSINK, G., VAN
VOORDEN S., THANEDAR, S., ROITELMAN, J., CHAU, V., WIERTZ, E.,
(2004) Human HRD1 is an E3 ubiquitin ligase involved in degradation of
proteins from the endoplasmic reticulum. J Biol Chem. 279(5): 3525-34.

KIM, B. W., ZAVACKI, A. M., CURCIO-MORELLI, C., DENTICE, M., HARNEY,
J. W, LARSEN, P. R., BIANCO, A. C., (2003) Endoplasmic reticulum-
associated degradation of the human type 2-iodothyronine deiodinase (D2) is
mediated via an association between mammalian UBC7 and the carboxyl
region of D2. Mol Endocrinol. 17(12): 2603-12.

LIU, Q., SHANG, F., GUO, W., HOBBS, M., VALVERDE, P., REDDY, V.,
TAYLOR, A., (2004) Regulation of the ubiquitin proteasome pathway in human
lens epithelial cells during the cell cycle. Exp Eye Res. 78(2): 197-205.



69

MATUSCHEWSKI, K., HAUSER, H. P., TREIER, M.; JENTSCH, S. (1996).
Identification of a novel family of ubiquitin-conjugating enzymes with distinct
amino-terminal extensions. J. Biol. Chem. 271: 2789-2794.

MIURA, T., KLAUS, W., ROSS, A., GU" NTERT, P. & SENN, H. (2002). The
NMR structure of the class | human ubiquitin-conjugating enzyme 2b. J. Biomol.
NMR, 22, 89-92.

OSBORNE M., DALTON S. KOCHAN J.P .1995 the yeast two hybrid system:
genetic detection. Biotechnology 13: 1474-1478.

PELHAM HRB, JACKSON RJ An efficient mRNA-dependent translation system
from reticulocyte lysates.Eur J Biochem. 1976 Aug 1; 67(1):247-56.

PICKART, C. M. (2001) Mechanisms underlying ubiquitination. Annu Rev
Biochem. -70, 503-33.

ROSE, S. A, LEEK J. P.,, MOYNIHAN, T. P., ARDLEY H. C., MARKHAM AF,
ROBINSON P. A. (1998) Assignment of the ubiquitin conjugating enzyme
gene, UBE2G2, to human chromosome band 21922.3 by in situ hybridization.
Cytogenet Cell Genet. ; 83(1-2): 98-9.

SAMBROOK, J. AND RUSSELL, D.W. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 3rd Edition. Chapter 18: Protein Interaction Technologies, Protocol #3:
Detection of Protein-Protein Interactions using the GST Fusion Protein Pull-

Down Technique.

SAMBROOK, J. AND RUSSELL, D.W. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory
Manual 3rd Edition Cold Spring Harbor Laboratory Press: Plainview, NY.



70

SIEPMANN, T. J., BOHNSACK, R. N., TOKGO, Z., BABOSHINA, O. V., HAAS,
A. L. (2003) Protein Interactions within the N-end Rule Ubiquitin Ligation
Pathway, J Biol Chem, Vol. 278,14, pp. 9448-9457.

SOUTOGLOU, E., KATRAKILI, N. AND TALIANIDIS, |. (2000). Acetylation

regulates transcription factor activity at multiple levels. Mol. Cell 5, 745-751.

SPENCE J, GALI RR, DITTMAR G, SHERMAN F, (2000). Cell cycle-regulated

modification of the ribosome by a variant multiubiquitin chain. Cell 102:67-76.

SREERAMA, N., WOODY, R.W, (1993). A self-consistent method for the
analysis of proteins secondary structure form circular dichroism, Anal. Biochem.
209 32-44.

TIWARI, S., AND WEISSMAN, M,. (2001) Endoplasmic Reticulumun (ER)-
associated Degradation of T Cell Receptor Subunits, Involvement of ER-
associated Ubiquitin-conjugating Enzymes (E2s). J Biol Chem 276, 16913-
16200.

TONG H, HATEBOER G, PERRAKIS A, BERNARDS R, SIXMA TK. (1997)
Crystal structure of murine/human Ubc9 provides insight into the variability of
the ubiquitin-conjugating system. J Biol Chem 272 (34): 21381-7.

TONG, H., HATEBOER, G., PERRAKIS, A., BERNARDS, R. & SIXMA, T. K.
(1997). Crystal structure of murine/human Ubc9 provides insight into the
variability of the ubiquitin-conjugating system. J. Biol. Chem. 272, 21381—
21387.

WARD, C.L., OMURA, S., AND KOPITO, R.R. (1995) Degradation of CFTR by
the-COOK,W. J., MARTIN, P. D., EDWARDS, B. F. P., YAMAZAKI,R. K. &
CHAU, V. (1997). Crystal structure of a class | ubiquitin conjugating enzyme



7

(Ubc7) from Saccharomyces cerevisiae at 2.9 angstroms resolution.

Biochemistry, 36, 1621-1627.

WEBSTER, J. M., TIWARI, S., WEISSMAN, A. M., WOJCIKIEWICZ R.J. H.
(2003) Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor Ubiquitination Is Mediated by
Mammalian UBC7, a component of the endoplasmic reticulum-associated
degradation pathway, and is Inhibited by Chelation of Intracellular Zn?* J. Biol.
Chem. 278: 38238 - 38246.

WEISSMAN, A. M. (2001) Themes and variations on ubiquitylation. Nat Rev
Mol Cell Biol. 3,169-78.

WORTHYLAKE, D. K., PRAKASH, S., PRAKASH, L. & HILL, C. P.(1998).
Crystal structure of the Saccharomyces cerevisiae ubiquitin-conjugating
enzyme Rad6 at 2.6 A resolution.J. Biol. Chem. 13;273(11):6271-6.

WU, P. Y, HANLON, M., EDDINS, M., TSUI, C., ROGERSM, R. S, JENSEN, J.
P., MATUNIS M. J., WEISMAN, A. M., WOLBERGER, C. P, PICKART, C. M.

(2004) A conserved catalytic residue in the ubiquitin-conjugating enzyme family.
EMBO J.; 23(24): 4876.

YAMAZAKY, R. K., CHAU, V (1996) Bacterial Expression of the
Saccharomyces cereviae Ubiquitin-Conjugating Enzyme UBC7. Protein

Express Purif. 7, 122-127.



