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EPIGRAFE

"Dans les champs de l'observation le hasard ne favorise que les esprits préparés.”

Louis Pasteur



RESUMO

CASSAGO, A. Determinacao estrutural da proteina Selenocisteina Sintase de
Escherichia coli. 2010. 110 p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2010.

A biossintese do 212 amino&cido, Selenocisteina (Sec — U), envolve uma complexa
maquinaria enzimatica composta, em eubactérias, pela Selenocisteina Sintase
(SELA), Fator de Elongacédo de Selenocisteina (SELB), Selenofosfato Sintetase
(SELD) e tRNA de Insercdo Selenocisteina (tRNA®*°). Em arqueobactérias e
eucariotos existem ainda O — fosforil tRNA®*® Kinase (PSTK), SepSecS como SELA,
EFSec como SELB, SPS1 e 2 como SELD e Proteina Ligante ao SECIS 2 (SBP2). O
residuo Selenocisteina é incorporado a proteina nascente no cédon semelhante ao
UGA de terminacao identificado como local para incorporagéao de Sec, pela presenca
da Sequéncia de Insercao de Selenocisteina (SECIS), juntamente ao cédon UGA na
regidao codificante em bactérias e na regidao 3’'nédo codificante em arqueobactérias e
eucariotos. SELA desempenha um papel central nessa via de biossintese pela
modificacdo do residuo de Serina carregado ao tRNA®*® pela enzima Seril-tRNA
Sintetase (SerRS) convertendo-o em Selenocisteina. Essa enzima forma um
complexo homodecamérico que reconhece e liga-se especificamente a Seril-
tRNA®®°. A interacdo especifica entre SELA e o tRNA permanece ainda n&o
determinada. Nosso objetivo é a investigacao estrutural por Espalhamento de Raios-
X a Baixos Angulos (SAXS) e cristalizacdo da SELA e SELA-tRNA®* de Escherichia
coli. Dados de SAXS determinaram parametros dimensionais como dimensao
maxima, massa molecular e raio de giro. O modelo ab-inition foi calculado
assumindo a simetria P5, de projecbes de Microscopia Eletrbnica de Transmissao
(TEM). Os cristais obtidos do complexo SELA-tRNA mostraram o grupo espacial e
dimensdes da cela, apesar da baixa resolugdo dos dados. Para melhorar os estudos
estruturais um modelo para proteina SELA de Escherichia coli foi construido usando
o alinhamento da sequéncia de aminoéacidos e o PDB, da proteina SELA putativa, de
Methanococcus jannaschii, que apesar da baixa identidade resultou em um modelo

muito bom. Adicionalmente, uma Analise de Acoplamento Estatistico (SCA) foi



realizada baseada em alinhamentos multiplos da proteina SELA, ordenando os

aminoacidos mais conservados e a relacao existente entre eles.

Palavras — chave: Selenocisteina Sintase. Selenocisteina. tRNA®®° de Insergéo para

Selenocisteina.



ABSTRACT

CASSAGO, A. Structural determination of Selenocysteine Synthase from
Escherichia coli. 2010. 110 p. Tese (Doutorado) — Instituto de Fisica de Sao Carlos,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2010.

The biosynthesis of the 21" amino acid, Selenocysteine (Sec — U), requires complex
enzymatic machinery composed in eubacteria of: Selenocysteine Synthase (SELA),
Selenocysteine Specific Elongation Factor (SELB), Selenophosphate Synthetase
(SELD) and a specific Selenocysteine Inserting tRNA (tRNA®®°). In archaeabacteria
and eukaryotes there are O — phosphoryl tRNA®®° Kinase (PSTK), SepSecS as
SELA, EFSec as SELB, SPS1 and 2 as SELD and SECIS Binding Protein 2 (SBP2).
The Selenocysteine residue is incorporated into a nascent protein at a UGA like stop
codon signaling as a Sec incorporation site by the presence of a Selenocysteine
Insertion Sequence (SECIS), embedding the UGA codon in the coding region in
bacteria and in a 3’ UTR in archaea and eukarya. SELA plays a central role in this
pathway by modifying the Serine residue charged into the tRNA®*° by Seryl-tRNA
Synthetase (SerRS) and converting it into Selenocysteine. This enzyme forms a
homodecameric complex that specifically recognizes and binds to Seryl-tRNA®*°. The
specific interaction of SELA and its tRNA remains unclear. Our aim is the structural
investigation by Small Angle X ray Scattering (SAXS) and crystallization of
Escherichia coli SELA and SELA-tRNA®®°. SAXS datas determined dimensional
parameters as maximum dimension, molecular mass and radius of gyration. Ab-
inition model calculation was made assuming a P5, symmetry from Transmission
Electron Microscope (TEM) projections Crystals of SELA-tRNA complex shown the
space-group and cell dimensions, although its low resolution. To improve the
structural studies a SELA model of E. coli was built using the amino acid sequences
alignment and the PDB from Methanococcus jannaschii, SELA putative protein,
which although the lower identities result in a very good model. In addition, a
Statistical Coupling Analysis (SCA) was performed based on a multiple sequence



alignment of SELA, ordering the most preserved amino acid and the relation between

them.

Keywords: Selenocysteine Synthase. Selenocysteine. Selenocysteine inserting
tRNA®®C,
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CAPITULO 1

1 SELENIO, SELENOCISTEINA E SUAS IMPORTANCIAS PARA OS SERES
VIVOS

1.1 Selénio

O elemento Selénio (Se) foi descoberto em 1817 por Berzelius e Gahn
enquanto examinavam sedimentos de plantas em Gripsholm na Suécia'®. Teve sua
atividade atribuida a efeitos toxicos, decorrentes observacdes e estudos ao longo
dos anos, como o primeiro manuscrito que se tem noticia em 1856 por Madison,
cirurgido da guarda do Forte Randall em Nebraska nos Estados Unidos, que
observou enfermidades fatais em cavalos que pastavam em determinadas areas
préximas ao forte'. Em 1929, na Dakota do Sul, estudos em grios considerados
toxicos e posteriormente em 1933, busca pelos principios toxicos desses graos, que

sugeriam ser o elemento Selénio, confirmado no ano seguinte’.

Com uma massa atébmica de 78,96, o elemento Selénio, compartilha muitas
propriedades quimicas com o elemento enxofre (32,07), encontrado na forma de
inorganica de H.Se, H»Se- O3, H.SeO; e H.SeOs homdéblogos respectivamente a
Sulfito de Hidrogénio, Tiosolfato, Sulfito, Sulfato. Quando em compostos organicos,
geralmente é mais instavel e reativo que o correspondente analogo sulfurico,
propriedade responsavel pela alta toxidade quando incorporado indiscriminado, no

lugar do enxofre®’.
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Até meados dos anos de 1950, devido a sua natureza extremamente téxica,
caracteristicas urticantes e forte odor de alho detectavel e persistente mesmo a
baixissimas concentragdes, pouco interesse de pesquisa foi destinado ao estudo do
elemento Selénio® °. Alguns nutricionistas de animais e quimicos interessaram-se
pela estrutura quimica do composto Se presente em plantas, principalmente do
género Astragalus que apresentam altissimas taxas de Se. Entretanto, tais estudos
nao obtiveram sucesso provavelmente devido a instabilidade dos compostos que

continham Selénio®.

Entretanto a partir da descoberta da presenca do elemento Selénio em
proteinas e sua atuagdo em inumeros processos fisiologicos em meados de 1950,
fez crescer enormemente o interesse para pesquisas relacionadas ao Se e seu

papel biologico® % ©.

Atualmente o Selénio é considerado um elemento essencial na dieta humana

e de outros mamiferos® '°

, sendo atribuidos beneficios significativos a saude. Dentre
eles sdo destacados: agente quimiopreventivo ao céancer, devido a forte acéo
antioxidante; redutor da expressdo viral, retardando a progressdo da AIDS em
pacientes HIV*; redutor de doencas cardiacas e outras desordens musculares; em
processos de desenvolvimento e sistema imune; fertilidade masculina dentre outros™
8.10.11 Porém para que os beneficios citados acima sejam obtidos é importante ater
a quantidade de Selénio ingerida, sendo recomendavel respectivamente 55 e 70
ug/dia para mulheres e homens adultos de acordo com o Conselho Nacional de
Pesquisa Norte Americano” '2. Apesar de sindromes tipicas como: Doenca Muscular
Bovina (White Muscle Desease in cattle), Miopatias Suina (Mulberry Heart Desease
in pig), Diatese Exsudativa em aves (Exudative Diathesis in Chicks and Poults),
desordens neurolégicas e danos por tecidos queratinizados (Keratinaceous Tissues)
encontradas em animais domésticos em varios paises, a falta de Selénio nao é
considerada um problemas para humanos em paises desenvolvidos que possuam
uma dieta variada® . Doenca inevitavelmente associada & deficiéncia de Selénio
sao reportadas em remotas areas rurais da China com extremo déficit de Selénio em
seus solos e com producgdo local de alimentos, como na regidao de Keshan. A
populacdo dessas regides apresenta cardiomiopatias graves, infeccdes virais,
disfuncdo da tiredide, problemas de fecundidade masculina, problemas de

disposicdo/humor e concentragdo, além de problemas vasculares’. Entretanto,
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grandes doses de Selénio sédo tdxicas causando a morte, desse modo, quantidades
inferiores a 20 pg/dia sdo consideradas insuficientes e acima de 800 pg/dia toxicas

para seres humanos'.

A obtencao de Selénio pelos organismos vivos ocorre através das plantas,
que absorvem o Se em sua forma inorgéanica, proveniente dos solos ricos em
Selénio ou suplementados via fertilizantes, convertendo-o em formas orgénicas de
baixa massa molecular como o aminoacido Selenometionina (SeMet), presentes em
grande quantidades nos legumes, soja, cereais e graos em geral. A SeMet é maior
fonte de Selénio encontrada nos tecidos das plantas e principal precursor do
aminoacido Selenocisteina (Sec)* 7. O Selénio também pode ser obtido via
suplementacdo alimentar encontrado nos complexos de vitaminas e sais minerais

amplamente comercializados.

1.2 Selenocisteina

Apesar de numerosos aminoacidos resultantes de modificacbes pos-
traducionais comumente encontrados em proteinas maduras, o codigo genético
universal constitui-se de 22 aminoacidos. Aminoacidos esses, pré-existentes e com
tRNAs proprios para insercao na cadeia polipeptidica durante o processo de

traducao.

O aminoédcido Selenocisteina (Sec) € considerado o vigésimo primeiro
aminoacido ao logo dos 22 conhecidos'® (figura 1.1). Descoberto em meados de
1960', estd presente nas trés linhagens descendentes (eubactérias,
arqueobactérias e eucariotos) sugerindo que sua origem precede a separacao do

ancestral primordial comum'™: €.

Apesar de ampla presenca nem todos o0s
organismos sao capazes de incorporarem Selenocisteina, tais como, plantas

superiores e fungo'’. Sua estrutura quimica é similar a do aminoacido cisteina,
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diferindo apenas pela substituicdo do elemento enxofre pelo selénio. Entretanto sua
estrutura eletrénica proporciona maior estabilidade, menores valores de pK,, uma
maior atividade nucleofilica e um alto potencial redutor presente em proteinas com

atividades anti-oxidantes® " 1",

HSe

OH
HoN

O

Figura 1. 1 - Aminoédcido Selenocisteina. visualizagao 2D a esquerda e 3D a direita. (Fonte Wikipedia
http://en.wikipedia.org/wiki/Selenocysteine).

Inserido na cadeia polipeptidica em resposta ao coédon UGA, por uma
complexa via de incorporacdo capaz de diferenciar o cdédon para Sec ou para

terminacgdo da sintese protéica'® 8.

As proteinas e estruturas de RNA envolvidas na biossintese, direcionamento

e incorporacao do aminoacido Selenocisteina na cadeia polipeptidica sao:

Seril-tRNA Sintetase (SerRS) — proteina dimérica (95 kDa) pertencente a
casse Il das aminoacil-tRNA Sintetases, responsavel pela aminoacilagdo do tRNA®*°
com o residuo serina. Capaz de aminoacilar Serina tanto para o tRNA®®" (99%) como
para o tRNAS® (1%)'%2" pois é incapaz diferenciar a regido anticodon do tRNA
reconhecendo apenas suas grandes regides do brago variavel (maiores de 10

nucleotideos em comparagdo aos 4-5 encontrados nos demais tRNAs)?* 23;

Selenocisteina Sintase (SELA ou SepSecS) — proteina homodecamérica

(506 kDa) em eubactérias®* 2°, homodimérica (84 kDa) em arqueobactéria (putativa

25, 26

a de eubactéria) e homotetramérica (220 kDa) em arqueobactérias e

eucariotos®. E responsavel pela conversdo do residuo Serina em Selenocisteina.
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Fator de Elongacao de Selenocisteina (SELB ou EFSec) — proteina
monomérica (68,8 kDa) em eubactérias®’ e (63,5 kDa) em arqueobactérias e

eucariotos®®

cuja regido N-terminal compartilha similaridades com o Fator de
Iniciacdo-2 (IF-2) e Fator de Elongacao Tu (EF-Tu). Possui alta afinidade a GTP e ao
Selenociteil-tRNA®®°, considerada como o Fator de Elongagdo para via de

Selenocisteina®’.

tRNA de Insercao de Selenocisteina (SELC) — tRNA préprio dessa via com
caracteristicas distintas dos demais tRNAs conhecidos. E o maior tRNA com
tamanho de 95 e 90 ribonucleotideos, distribuicdo 8/5 e 9/4 pares de bases nos
braco aceptor / braco T respectivamente para eubactérias e eucariotos, 6 pares de
base em seu braco D, maior regido variavel ja encontrada, além da trinca UCA
complementar ao cédon de terminagdo em sua regido anticédon'” (figura 1.2).

Selenofosfato Sintetase (SELD ou SPS1 / SPS2) — proteina homodimérica
(73,2 kDa) em eubactérias® e (90 / 95,4kDa) em eucariotos®" *2, responsavel pelo
fornecimento de Selénio na forma de monoselenofosfato para biossintese de

Selenocisteina'® " 32,

Sequéncia de Insercao Sec (SECIS) — uma alga (steam loop) formada pelo
MRNA, localizada na regidao codificante, em eubactérias, e na regiao 3’ — UTR , em
arqueobactérias e eucariotos, o elemento SECIS possui uma estrutura conservada
para cada um das trés linhagens, podendo assumir duas formas nos eucariotos
(figura 1.3)'%3*%5_E responsavel pela ligacdo dos elementos trans como SELB, Sec-

tRNA®®®, SBP2 e na identificacdo do cédon UGA de insercédo para Selenocisteina®* '°.
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Figura 1. 2 - Estrutura secundéria e terciaria de tRNAs. Em A- estrutura geralmente encontrada em
tRNAs; Em B- tRNA de Insercdo de Selenocisteina (tRNA*°) de eubactérias; Em C-
tRNA®*° de arqueobactérias e eucariotos; Em D e E- tRNA*° de Escherichia coli
representado respectivamente pela estrutura secundaria e terciaria' " ¢ %’.
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Figura 1. 3 - Sequéncias de Inser¢cao Sec (SECIS). Em A- SECIS para eubactérias (E. coli) localizado
logo apds o cdédon UGA para Sec. Delimitado pelo retangulo encontra-se a regido
reconhecida pela proteina SELB a exatamente 11 nucleotideos do c6don UGA; Em B-
SECIS para arqueobactérias (M. maripaludis) localizado na regido 3-UTR a
aproximadamente 25 nucleotideos do stop cédon; Em C e D- SECIS para eucariotos
(mamiferos) em que respectivamente é ilustrada a forma | e Il, contendo os
espagamentos indicados pela legenda a esquerda, o quarteto AUGA e a presenca de

AA ou CC na regiéo do loop apical® ** %
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A biossintese de Selenocisteina inicialmente ocorre com a aminoacilagdo do
tRNA®®® ao resido Serina pela proteina Seril-tRNA Sintetase. Apds a liberagdo do
tRNA aminoacilado (Seril-tRNA®®) (Figura 1.4 — etapa 1 a 2) a Serina é convertida a
Selenocisteina pela acdo da proteina Selenocisteina Sintase (Figura 1.4 — etapa 4).
Em bactérias a reacdo ocorre de maneira direta em que cada monémero da proteina
esta ligado covalentemente a uma molécula de Piridoxal 5 — Fosfato (PLP), um
cofator enzimatico responsavel pela interagdo com o Seril-tRNA®®°, resultando na
formacao de uma Base de Schiff (ligacao dupla entre um nitrogénio e um carbono)
entre 0 grupamento amino a do residuo de serina e o grupamento azo-formil do
piridoxal, resultando na eliminagdo de agua e sintese de uma molécula intermediaria
denominada de aminoacrilil-tRNAS®°. A partir desse composto intermediario o
aminoacido insaturado pode tautomerisar para uma forma instavel, imino, que
espontaneamente hidrolisa a piruvato e aménia. Alternativamente a dupla ligacao
pode ser reduzida por um agente redutor (borohidrato de potassio — KBH,)
resultando em alanil-tRNAS®® 4,

O passo seguinte consiste na transferéncia do selénio reduzido e ativado sob
a forma de monoselenofosfato para a molécula intermediaria (aminoacrilil-tRNA®®)
resultando no vigésimo primeiro aminoacido Selenocisteina liberado em seguida'® *’
(Figura 1.5). Em arqueobactérias e eucariotos a conversdo ocorre apds a
fosforilagao do Seril-tRNA®° em Sep-tRNA®®° através da enzima O — fosforil tRNA*°
Kinase (PSTK). Desse modo, a proteina conhecida por SLA/LP (Soluble Liver
Antigen / Liver Pancreas) de 48 kDa, co-imunoprecipitada com o tRNA®*° por
anticorpos em pacientes com severa hepatite crénica auto-imune, teve seu cDNA
identificado por dois diferentes grupos como sendo a Selenocisteina Sintase para
arqueobactérias e eucariotos'®. Em ratos foi nomeada por mSecS pelos grupos dos
respectivos pesquisadores Dieter Séll e Osamu Nureki*? enquanto em humanos e
arqueobactérias foi nomeada SepSecS pelo grupo do pesquisador Marcus C.
Wahl®. Também é uma enzima pertencente a familia de proteinas dependentes de
PLP, composta de dois mondémeros que interagem formando um dimero que se
associa formando um homotetramero, que apéds eliminacdo do Sep fosfato o
monoselenofosfato interage com o grupamento aminoacrilil-tRNA®*® conforme

passos descritos para SELA de bactéria'®.
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O Selénio é obtido a partir do Selenito, um sal com anion divalente (SeOs%),
ou de Selenocisteinas respectivamente pelas proteinas Selenotransferases e

Selenocisteina B Liase que reduzem o Selénio*> ** (

Figura 1.4). O Selénio reduzido
€ entdo ativado na forma de monoselenofosfato pela enzima Selenofosfato
Sintetase, numa reacao dependente de ATP (Figura 1.4 — etapa 3). Em bactérias é
conhecida apenas uma forma de Selenofosfato Sintetase, denominada SELD,
enquanto em arqueobactérias e eucariotos existem duas proteinas: SPS1 e SPS2%.
SELD e SPS apresentam apenas 32% de identidade'” 3!, entretanto SPS
compartiiham alta identidade sequencial e atividade para producdo do doador de
Selénio, monoselenofosfato, utilizado pela Selenocisteina Sintase. A principal
diferenga entre as duas SPS deve-se ao fato de SPS2 ser uma Selenoproteina, isto
€, possuir em sua composicao peptidica o aminoacido Selenocisteina. Como
Selenocisteina é requerido para a tradugéo de uma selenoproteina, caso contrario a
sua sintese sao interrompidas resultando em proteinas incompletas, foi proposto que
a proteina SPS1 contribuisse para a manutencdo basal dos niveis de
Selenocisteina, fungdo posteriormente transferida para SPS2'’. Entretanto, estudos
mais recentes identificaram que apesar de SPS1 apresentar atividade in vitro,

apenas SPS2 é essencial para sintese de selenoproteinas®.

O direcionamento do aminoacido Selenocisteina a cadeia polipeptidica das
Selenoproteinas, no ribossomo durante a tradugdo, deve-se a acao do Fator de
Elongacdo de Selenocisteina. Entretanto para que haja tal incorporacdo é
necessaria a existéncia de uma algca (steam loop) cis-mRNA, isto é, na mesma fita
de RNA mensageiro denominada de Sequéncia de Insercdo de Selenocisteina
(Figura 1.4 — etapa 5). O elemento SECIS, como é conhecido, atua como sinalizador
para que o cédon UGA presente no mRNA seja identificado como um cédon para
Selenocisteina e ndo um cddon de terminag¢édo. Sua localizacao é responsavel pelo
namero de Selenocisteina incorporado nas Selenoproteinas. Em bactérias sua
posicdo localizada logo ap6s o codon de insercdao para Selenocisteina e
previamente ao cédon de terminacao, ainda na fase aberta de leitura, permite que
apenas um residuo seja incorporado e sempre no final da sequéncia polipeptidica.
Em arqueobactérias e eucariotos sua localizagdo na regido 3-UTR permite que
juntamente com fatores trans, como a proteina SBP2, se associem ao EFSec
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carregado com o Sec-tRNA®*° para insergdo ao longo de posicdes variadas nas

Selenoproteinas, num processo ainda néo elucidado em eucariotos* ™°.
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Figura 1. 5 - Esquema detalhado da conversdo do aminodcido serina em selenocisteina pela enzima
Selenocisteina Sintase (SELA) parcialmente representada em azul. Também indicado
ligado a enzima SELA o cofator enzimatico Piridoxal 5'- Fosfato: 1- Ligagao do seril-
tRNA®*® ao cofator piridoxal 5'-fosfato. 2- liberacdo de uma molécula de 4gua com a
formacdo de um composto intermediario (aminoacrilil-tRNA®°). Nessa etapa o
composto intermediario pode tautomerisar liberando Piruvato e Amébnia
(espontaneamente), ou devido a um agente redutor (borohidratado de potassio) liberar
alanil-tRNA®®°. 3- transferéncia do selénio reduzido e ativado & molécula intermediéria,
resultando no selenocisteil-tRNA®*°. 4- liberagdo do aminoacido selenocisteina,
disponibilizando a enzima SELA e o cofator Piridoxal 5'- Fosfato para reinicio do ciclo*.
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1.3 Selenocisteina Sintase (SELA) de Escherichia coli

A proteina Selenocisteina Sintase (SELA) de Escherichia coli foi
primeiramente caracterizada em 1991 pelo grupo de August Béck®* “°. A partir da
clonagem do seu gene em vetor de expressao foi possivel a determinacao da
sequéncia de nucleotideos com 1392 pb (463 aminoacidos), calcular sua massa
molecular para 50,667 kDa e pl de 6,01. A superexpressao e o desenvolvimento de
uma metodologia de purificacdo, possibilitaram experimento que determinaram que
a proteina SELA apresentava 54% de a — hélices em sua estrutura secundaria,
massa molecular de aproximadamente 51 kDa em gel de poliacrilamida
desnaturante e de aproximadamente 600 kDa em gel de poliacrilamida néo
desnaturante e por cromatografia de exclusdo de tamanho. Experimentos também
confirmaram sua atividade enzimatica na conversdo do residuo Serina em
Selenocisteina, desde que ligado ao tRNA®®° (Seril-tRNA®®°) e na presenca da
Selenofosfato (provido pela enzima Selenofosfato Sintetase) e de Piridoxal 5 —
Fosfato (PLP) cofator enzimatico ligado covalentemente a proteina SELA na
propor¢gao 1 : 1 (mondbmero de SELA : PLP). A descricdo passo a passo da
conversao Serina — Selenocisteina é apresentada no item 1.2 Selenocisteina e
figura 1.4 e 1.5.

O primeiro estudo estrutural realizado com a proteina SELA datado de 1992
por Microscopia Eletrobnica de Transmissdao (TEM), realizados por Herald
Engelhardt*®, mostrou que a proteina possuia uma simetria de ordem cinco, cinco
subunidades diméricas, interconectadas por uma base semelhante a um anel (figura
1.6 — A — B). As dimensbes calculadas foram: um didmetro de 19 nm; um orificio
central de aproximadamente 4 nm; cada subunidade dimérica com 8,5 nm de

comprimento por 5 a 6 nm de espessura.
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Microscopia Eletronica de Transmissado (TEM) por “negative stain’, utilizando como
marcadores acetato de uranio (A, C, D) e oxalato de uranio (B). Em A- vista frontal da
proteina SELA, ilustrando a simetria encontrada; em B- vista lateral, ilustrando uma
subunidade dimérica. Em C e D- vista frontal e lateral respectivamente da proteina
SELA ligada ao composto intermediario aminoacrilil-tRNA** . (Reproduzido de Harald
Engelhardt*).

Devido a grande massa (31 kDa), bem como um grande braco variavel
presente no tRNA®*° é possivel sua detecgdo na imagens de TEM. Desse modo,
uma razao molar de uma molécula de Seril-tRNA®*° por monémero de SELA foi
preparada, promovendo intermediarios até o carregamento total dos sitios de ligacao
a proteina (1 Seril-tRNA®®*® : 1 monémero de SELA). Os dados obtidos revelaram que
a ligacdo ocorreu nas extremidades das subunidades dimérica, mas nao
internamente ao orificio central, de modo que apenas uma molécula de tRNA ligava-
se por dimero. A ligacao ao dimero pode ser tanto no topo como na base do dimero.
Nenhuma imagem com dois tRNAs por dimero foi observada (figura 1.6 — C — D).

Sabendo-se que uma molécula de PLP (265,2 Da) liga-se covalentemente a
um monémero de SELA (50,667 kDa); que os dados experimentais por
cromatografia de exclusao de tamanho e gel ndo desnaturante apontaram valores de
massa préximos a 600 kDa; que os calculos de massas obtidos por TEM para 493
+/- 20 kDa (com 95% de confiabilidade) e que a imagens obtidas por TEM indicaram
uma simetria de cinco subunidades diméricas. Ficou determinado que a proteina
SELA apresenta-se homodecamérica constituida por cinco subunidades diméricas e
com massa molecular de 509,322 kDa.
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Buscas por proteinas homoélogas a SELA de E. coli em arqueobactérias e
eucariotos identificaram apenas em arqueobactérias uma proteina homodimérica
putativa, MJ0158, cristalizada em Methanococcus jannaschif®. Em arqueobactérias
e eucariotos foi identificado como Selenocisteina Sintase a proteina até entao
conhecida como SLA/LP (Soluble Liver Antigen / Liver Pancreas), na forma

homotetramérica e renomeada para SepSecS®.

A proteina SELA de E. coli teve sua nomenclatura sistematizada para
Selenofosfato:L-seril-tRNA®®  Selénio Transferase (Selenophosphate: L-seryl-
tRNA®®° Selenium Transferase) e EC 2.9.1.1, segundo a “International Union of
Biochemistry and Molecular Biology” (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/). Analises

de alinhamentos multiplos seguido por mutacbes sitio-dirigidas identificaram o
residuo Lisina (K-295) como responsavel pela ligacdo ao cofator PLP e diretamente

relacionado a sua atividade enzimatica®’.

1.4 Selenoproteinas

A principal forma biolégica do elemento Selénio encontra-se quando
incorporado em proteinas, Selenoproteinas, através do aminoacido Selenocisteina'®.
A maior parte das Selenoproteinas ja caracterizadas sdo enzimas, envolvidas em
processos de oxi-reducdo, atuando como antioxidantes. Devido as propriedades
quimicas do elemento Selénio (menores valores de pK, e maior atividade
nucleofilica comparado ao Enxofre) o residuo Selenocisteina localizado no sitio
ativo, proporciona atividade aumentada comparada as demoninadas Cys-Proteinas
(proteinas homdlogas as Selenoproteinas que possuem o residuo Cisteina

substituindo o residuo Selenocisteina)” '® 7.

Apesar da maior atividade presente nas Selenoproteinas, inimeras Cys-

Proteinas sdo encontradas, gerando interesse sobre as origens e dire¢des seguidas
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pelas Selenoproteinas: O residuo Selenocisteina seria um residuo ancestral que
vem sofrendo grande perda ao longo da evolucdo devido a sua alta reatividade, ou
estaria sofrendo pressoes evolutivas para o desenvolvimento das Selenoproteinas?

A resposta ainda ndo € conclusiva, sabendo-se da existéncia de
Selenoproteinas nas trés linhagens de organismos existente (eubactérias,
arqueobactérias e eucariotos) o que sugere uma origem primitiva, precedente a
separacao do ancestral comum' '®. Entretanto, também é sabido que nem todos os
organismos existentes apresentam Selenoproteinas, como fungos e plantas
superiores e que dessa forma as selenoproteinas nao sdo essenciais para a vida por
siso” .

Com relagdo a grande quantidade de Cys-Proteinas encontradas em
bactérias, arqueobactérias e eucariotos, amplamente distribuida em procariotos e
aproximadamente 80% em humanos, tais proteinas compensam suas baixas

atividades com uma maior quantidade de proteinas expressas por células’.

A busca por Selenoproteinas nos diferentes genomas ja seqlenciados tem
identificado através de metodologias computacionais e posterior comprovagao por
técnicas de biologia molecular um nimero cada vez maior de proteinas*® *°. Até o
momento as Selenoproteinas sdo agrupadas em 30 familias, distribuidas entre as
espécies levando-se em conta a distribuicdo geografica do elemento Selénio,
organismos aquaticos apresentam maiores quantidades de Selenoproteinas
comparados aos organismos terrestres*® °°. Revisdes e trabalhos de busca ou
identificacbes de Selenoproteinas distribuiram 31 Selenoproteinas entre o0s
procariotos, 30 entre os peixes, 25 entre os mamiferos* *® *°. A tabela 1.1 ilustra as
Selenoproteinas identificadas para procariotos e mamiferos.



Tabela 1. 1 - Selenoproteinas encontradas em procariotos e mamiferos organizadas em ordem

alfabética. Dados obtidos a partir de revisdes e trabalhos de busca e identificagbes de

Selenoproteinas® *® *°.

Selenoproteinas de Procariotos

Selenoproteinas de Mamiferos

AhpD-like protein

Arsenate Reductase

CMD domain-containing protein
Deiodinase-like protein

DsbA-like protein

DsbG-like protein

DsrE-like protein

F420-Reducing Hydrogenase Alpha Subunit
F420-Reducing Hydrogenase, Delta Subunit
Formate Dehydrogenase Alpha Chain
Formylmethanofuran Dehydrogenase
Glutaredoxin

Glutathione Peroxidase

Glutathione S-transferase

Glycine Reductase Selenoprotein A
Glycine Reductase Selenoprotein B
HesB-like protein

Heterodisulfide Reductase

Hypothetical Protein 1
Methylviologen-Reducing Hydrogenase
Molybdopterin Biosynthesis MoeB protein
NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
OsmC-like protein

Peroxiredoxin

Proline Reductase PrdB

Prx-like protein

Rhodanase-Related Sulfurtransferase
Selenophosphate Synthetase

SelW-like protein

Thiol-Disulfide Isomerase-like protein

Thioredoxin

Glutathione Peroxidase 1
Glutathione Peroxidase 2
Glutathione Peroxidase 3
Glutathione Peroxidase 4
Glutathione Peroxidase 6
lodothyronine Deiodinase 1
lodothyronine Deiodinase 2
lodothyronine Deiodinase 3
Selenophosphate Synthetase 2
Selenoprotein 15 kDa
Selenoprotein H
Selenoprotein |
Selenoprotein K
Selenoprotein M
Selenoprotein N
Selenoprotein O
Selenoprotein P
Selenoprotein R
Selenoprotein S
Selenoprotein T
Selenoprotein V
Selenoprotein W
Thioredoxin Reductase 1
Thioredoxin Reductase 2

Thioredoxin Reductase 3
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CAPITULO 2

2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo a determinacéo estrutural da proteina
Selenocisteina Sintase (SELA) de Escherichia coli, em sua forma apo e ligada o

tRNA de Insercdo Selenocisteina (tRNA®®°), utilizando se de:

Modelagem Tridimensional — modelo em formato PDB produzido a partir de
alinhamentos sequénciais e estruturas cristalograficas homdélogas resolvidas a alta

resolucao;

Estudos de Conservacdao e Acoplamento Estatistico — andlises da
conservacao e relagdao entre as posicoes dos aminoacidos, buscando identificar
residuos relacionados a oligomerizacao da estrutura homodecamérica, a ligacao ao
tRNA®*° e ao sitio ativo;

Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos (SAXS) — estudo estrutural a
baixa resolucéo, realizados em solucao, proporcionando a determinagéao estrutural

mais proxima da encontrada fisiologicamente;

Cristalizacao e Difracao de Raios-X de Monocristais — triagens a partir de
fatoriais comerciais de cristalizacdo e condigdes de refinamento visando a
cristalizacdo e melhoria dos cristais obtidos para posterior difracdo e determinacéo

da estrutura cristalografica.



44

Dando continuidade aos estudos iniciados durante o mestrado do aluno
Alexandre Cassago, os objetivos acima fazem parte da linha de pesquisa
estabelecida pelo grupo do Prof. Dr. Otavio Henrique Thiemman, que visa estudar a

via de sintese do aminodacido Selenocisteina em diferentes organismos.
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CAPITULO 3

3 PROTEINA SELENOCISTEINA SINTASE E tRNASEC

3.1 Preparacdo da proteina Selenocisteina Sintase e tRNAsec

A proteina Selenocisteina Sintase (SELA) inicialmente descrita e purificada
em 1991%* % teve seu gene amplificado, pela técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction), a partir de DNA genbémico de bactéria Escherichia coli e posterior
subclonagem em vetor de expressdo pET29a (Novagen). Apds analise por
sequénciamento, a construcdo pET29a-SELA foi transformada em bactérias E. coli
cepas BL21(DE3) competentes para expressdo. A purificagdo seguiu nova
metodologia desenvolvida, proporcionando maiores rendimentos de proteinas,

necessarios aos estudos estruturais®'.

O gene de Insercdo Selenocisteina — tRNA®* (selC), cuja sequéncia
depositada no banco de dados do NCBI (http:/www.ncbi.nim.nih.gov) sob os

codigos de acesso Y00299°% e X15993°% foi amplificado utilizando os
TCGTCGTCTCCGGTGAGGCGGCTGGACTTCAAATCCAGTTG-3) e SELC-2eco2
(5’-TGGGGAAGATCACAGGAGTCGAACCTGCCCGGGACCGCTGGCGGCCCCAA
CTGGATTTGAAGTCCAG-3’). Tais oligonucleotideos possuem uma regido interna

complementar de 20 nucleotideos (grifos continuos) e de uma sequéncia promotora

T7 RNA polimerase (grifo descontinuo) em sua regido 5 (SELC-1eco2) (figura 3.1).
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promotor T7 gene selC

| jcca 121pb

| Icca 95rnt
tRNA®** transcrito ( selC)

Figura 3. 1 - Esquema para amplificagcdo e transcri¢gdo in vitro do gene selC de E. coli. Em azul a
regiao promotora T7 RNA Polimerase, seguida em alaranjado pela sequéncia do gene
selC. Abaixo o transcrito de 95rnt com sua terminagdo CCA comum a todos os tRNAs.

O fragmento de 121pb amplificado (regidao promotora T7 + gene de Insercéao
Selenocisteina tRNA®*) foi purificado de gel de agarose 2% (Wizard SV Gel and
PCR Clean Up System - Promega) e utilizado como DNA molde para a reacao de
transcri¢do in vitro do tRNA®®°.

Inicialmente utilizou-se para transcricdo in vitro variagbes dos protocolos

encontrados na literatura®® %

, em que grande quantidade de DNA molde (2ug),
tempo de incubacdo (24h) e quantidade de reagentes além da enzima T7 RNA
polimerase (Invitrogen) eram empregados, resultando infelizmente em quantidades
pequenas de tRNA transcrito. Visando o ganho de rendimento e praticidade na
reagao de transcricao, foi empregado o “kit Megashortscript — Ambion” desenvolvido
para transcricdo de pequenas sequéncias de RNA. Essa nova abordagem resultou
em menores quantidades de DNA molde (0,2ug), tempo de incubacao (4 - 8h) e
praticidade na preparacao da reacao. O tRNA transcrito foi purificado pelo protocolo
de precipitagdo por fenol/cloroformio®. A comparagcdo entre os transcritos
provenientes dos dois protocolos sdo visualizados na figura 3.2, em que a
transcricdo pela Ambion apresentou superioridade de 13,5 vezes mais tRNA em

quatro horas de incubacéo.
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Figura 3. 2 - Amplificagéo e transcrigao in vitro do gene de insergéo selenocisteina tRNA**° (selC) e
tRNA®®® visualizado em gel de agarose 2% - TAE [1X] corado com brometo de etideo.
Em A- coluna 1- padrdo molecular “1Kb Plus DNA Ladder”; coluna 2- amplificagdo do
gene selC portando a regido promotora T7; coluna 3- transcricdo do tRNA*°. Em B-
coluna 1- padrdo molecular “1Kb Plus DNA Ladder”; coluna 2- transcrigdo do tRNA®®
pelo protocolo adaptado da literatura; coluna 3- transcrigdo do tRNA®*° utilizando o “Kit
Megashortscript — Ambion”.

3.2 Interacao proteina SELA e tRNAsec

A proteina Selenocisteina Sintase (SELA) purificada em tampéao | (20 mM
KH2PO4/K>HPO4 pH 7,5) contendo 10 uM do cofator enzimatico Piridoxal 5’- Fosfato
(PLP) foi concentrada ap6s a adicéo de glicerol (10% concentracao final) até atingir
as concentragao utilizadas nos experimentos estruturais.

O enovelamento tridimensional do tRNA®* foi conseguido inicialmente pela
ressuspensao do mesmo em tampéo Il (40 mM KH2PO4/K>HPO4 pH 7,5; 40 mM KCl;
20 mM MgCl, e 10 mM DTT). Apds sua ressuspensdo, o tRNA®* foi aquecido em
banho até 70° C por dez minutos para sua total desnaturacao e através do lento

resfriamento da temperatura até 25° C para seu enovelamento.

O complexo SELA-tRNA®** foi obtido incubando-se volumes iguais de proteina
e tRNA®®° a 25° C por 20 minutos. Desse modo, a concentragédo do tampao fosfato

de potassio pH 7,5 mantive-se a 20mM, enquanto as concentracées de KCI, MgCl, e
DTT foram reduzidas a metade.
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Para a determinacdo do tampao de ressuspensao, bem como, temperatura de
desnaturacao/enovelamento do tRNA, tempo de incubacgéao e calculos das relacdes

molares entre proteina-tRNA, diferentes fontes da literatura foram utilizadas??2* 4% 46
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3.3 Modelagem da proteina SELA de Escherichia coli

A proteina Selenocisteina Sintase (SELA) de Escherichia coli foi modelada
utilizando o programa MODELLER®. Um programa capaz de gerar modelos
tridimensionais no formato PDB, a partir de alinhamentos entre a sequéncia protéica
de interesse, a ser modelada, com sequéncias protéicas de estruturas ja resolvidas.
Desse modo, o programa calcula automaticamente restricoes para as distancias Cq —
Cq € angulos diédricos na sequéncia alvo, a partir do alinhamento com o modelo
tridimensional. As restricbes sdo obtidas de analises estatisticas entre relagdes de
pares de estruturas homdlogas, proveniente de bancos de dados de proteinas com
estruturas tridimensionais conhecidas. Para cada modelo gerado um valor de
energia resultante das analises de restricao € obtido e utilizado como guia na busca

de um modelo mais proximo da realidade.

O modelo para proteina SELA foi preparado a partir do alinhamento, com 30%
de identidade, entre as sequéncias protéicas SELA de E. coli (procarionte) e SELA
putativa de Methanococcus jannaschii (arqueobactéria), cuja estrutura cristalografica
foi depositada no “Protein Data Bank” sob os cédigos 2AEU e 2AEV?®. Apés o
alinhamento entre as duas sequéncias pelo servidor MULTALING®®, um total de cem
modelos foram gerados, ordenados e analisados com relacdo as respectivas

energias (figura 3.3).



49

Enegia

3000

2900 I

2800 | |

| |
'| I|'|1| | |I || || || |I'|I ‘ |
2600 T awi ||i |“| A |||' i ' B i i
A ! \ N | JEN [
.Jrl ﬂ | \ ,-'II | II{ I'u || I' |I Il | || ‘ II| |II ll |II ll. |II II| ) .’I |I II | || || I| 'I | 1 | | ' q |I i | | |\ |I
2500 | | | T TV VI, AT ” Vi | 1 || N | I|I ‘| |
' L(bal Vo YV IN L (VAR ARH y ARAATAY !
g A 1 B | LA ALY | \f \ e ) (I RYATAW) L ] ||| |1' \ |‘ | [\
2400 7 N TR ||I v v \‘j \ ] \ I| '-\|1 s 'v | J | | Ii'l I | I| I"III
U L'j '

2300 ! / k:

2700
rl

2200 IR R RN RN RN R R N R R R N RN N R R R R EEEEE R R

1 11 21 3 41 21 61 71 81 N modelos gerados

Figura 3. 3 - Grafico de energia, resultante das andlises de restricbes, para os modelos da proteina
SELA gerados pelo programa MODELLER. O modelo de numero 96 apresenta a menor
energia (2228,3464).

Os modelos que possuiam menores energias foram validados pelo servidor
PROCHECK?®. Desse modo, a qualidade estereoquimica da estrutura protéica é
analisada tanto residuo por residuo, quanto sua geometria como um todo. Essa
analise verifica quao normal ou ndo-usual é a geometria de um dado residuo, a partir

de comparacdes estereoquimicas com estruturas refinadas a altas resolucoes.

O modelo de numero 96 apresentou a menor energia e as melhores
distribuicbes de residuos nas regides permitidas no diagrama de Ramachandran

comparado aos PDBs cristalograficos de arqueobactéria (figura 3.4).
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Figura 3. 4 - Distribuicdo dos residuos de aminoacidos no diagrama de Ramachandran. A- estrutura
cristalogréfica da proteina putativa SELA de M. jannaschii - PDB 2AEU; B- estrutura
cristalogréfica da proteina putativa SELA de M. jannaschii - PDB 2AEV; C- estrutura
modelada da proteina SELA de E. coli.
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As analises do servidor PROCHECK ordenam os residuos em regides mais
favoraveis, permitidas, generosamente permitidas e nao permitidas, sugerindo que
um bom modelo deva ter mais de 90% dos seus residuos nas regides mais
favoraveis. Entretanto, aqueles residuos indicados em regides nao usuais nao
necessariamente resultam de erros, podendo ser resultados de caracteristicas
particulares da estrutura, por exemplo, de sitios ativos e seus ligantes. Em vista
disso, tais residuos devem ser analisados cuidadosamente. As analises de
distribuicdo dos residuos dos PDBs de M. jannaschii 2AEU / 2AEV e PDB modelado

de E. coli, séao visualizados na tabela 3.1.

Tabela 3. 1 - Distribuicdo em porcentagem dos residuos de amino&cidos no diagrama de
Ramachandran para os dois PDBs cristalograficos de M. jannaschii e o PDB
modelado para E. coli.

SELA de M. jannaschii SELA de E. coli
2AEU 2AEV modelo 96
Regides mais favoraveis 91,7 % 91,1 % 84,8 %
Regides permitidas 7.3 % 7.3 % 11,6 %
Regides generosamente permitidas 0,3 % 0,9 % 2,5%
Regides nao permitidas 0,6 % 0,6 % 1,1 %

Devido ao nao alinhamento da regido N-terminal da proteina SELA de
E. coli e M. jannaschii, o alinhamento usado para gerar o modelo PDB de E. coli
iniciou-se na posicao 51 da mesma e nono da estrutura cristalografica (figura 3.5).
Evitando dessa forma, a criacdo de uma longa regiao flexivel e irreal no modelo

procarioto.
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Figura 3. 5 - Alinhamento entre as sequéncias da proteina Selenocisteina Sintase de E. coli

) e regido conservada estruturalmente préxima ao sitio ativo (

texto.

(SELAeco) e M. jannaschii (SELAm]). As setas indicam os residuos localizados nas
regides ndo permitidas ( 2 ), generosamente permitidas( 2 ), Lisina do sitio ativo
) descritas no

O diagrama de Ramachandran para o modelo 96 indica quatro

residuos na regido ndo permitida (A-104, Y-180, A-283 e F-383). Os trés primeiros

residuos pertencem a regides nao alinhadas, visualizados como algas entre as
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estruturas secundérias da proteina, o quarto residuo apesar de alinhar a uma
Prolina, mantem sua conformacado muito parecida ao PDB molde. Seis dos nove
residuos colocados em regides generosamente permitidas (A-59, E-106, A-107, S-
268, A-284 e |-440) também sao residuos nao alinhados, os trés residuos restantes
(A-76, E-423 e S-424) alinham respectivamente a G-26, A-334 e G-335 da proteina
de arqueobactéria (figura 3.5). Os demais aminoacidos localizam-se nas regides
mais favoraveis e permitidas, e quando somados (96,4 %) apresentam valores

proximos aos encontrados nos modelos cristalograficos.

Também é visualizado, na figura 3.5, o residuo Lisina ligante ao cofator PLP
(K-295 e 208 respectivamente em E. coli e M. jannashii)®, também descrito em D.
baculatum, H. influenzae e M. thermoacetica®’. Tanto a Lisina do sitio ativo como os
residuos ao seu redor, encontram-se distribuidos na regido mais favoravel do
diagrama de Ramachandran.

A proteina SELA de arqueobactéria é considerada putativa devido a falta de
atividade, encontrada nos ensaios in vitro, em converter o tRNA®* carregado tanto
pela serina (Ser-tRNA**°) como pela serina fosforilada (Sep-tRNA®*°) em
selenocisteina (Sec-tRNA®®®)?®. Apesar da baixa identidade sequéncial (30 %) e
diferenca de 89 residuos quando comparada a sequéncia procariotica, a SELA de
arqueobactéria apresenta-se dimérica com grande semelhanga as subestruturas
(extremidades diméricas) do decamero formado pela SELA de E. coli % .
Resultante dessas semelhancas estruturais foi possivel gerar um bom modelo como
visualizado na figura 3.6. As analises e tratamento das imagens foram realizados

pelo programa PyMOL®.

Figura 3. 6 - Modelo tridimensional da proteina SELA gerado pelo programa MODELLER. A-
estrutura cristalografica da proteina putativa SELA de M. jannaschii (PDB 2AEU); B-
modelo gerado da proteina SELA de E. coli; C- sobreposi¢do das duas estruturas.
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3.4 Estudos de conservacao e acoplamento estatistico da proteina
SELA

Com o objetivo de investigar a conservacdo e relagdo entre posicdes e
residuos estatisticamente relacionados, extrapolando essa relacdo para identificar
residuos responsaveis pela oligomerizacao da estrutura, sitios de ligacao ao tRNA e
residuos relacionados ao sitio ativo, estudos de conservagcdo e acoplamento
estatistico (SCA) foram utilizados, assim como realizado por Bachega e
colaboradores em 2009 para a familia de superéxido-dismutases®’.

As analises foram realizadas em conjunto com o Dr. Lucas Bleicher, que
desenvolveu os programas e realizou os procedimentos descrito a seguir com base
nos trabalhos de Ranganathan®. Segundo a metodologia de Ranganathan, dois
parametros sdo explorados:

- a conservacao posicional (AG™®;
- 0 acoplamento estatistico entre duas posicdes (AAG™™).

Desse modo, residuos altamente conservados em uma dada posicao ao
longo de um alinhamento sdo representados por altos valores de AG™®, enquanto
AAG®™ quantifica o efeito da distribuicdo de aminoacidos em uma dada posicdo
tendo-se um determinado residuo em outra posicao

A principal diferenca encontrada na abordagem de Bleicher®® ocorre em
AAG®™ que além de correlacionar posicdes ao longo da sequéncia de interesse
também especificam quais sd0 0s aminoacidos a ocuparem essas posicoes
(correlacéo) e quais aminoacidos nao podem ocupar tais posicoes (anti-correlacao).
Exemplificando, AAGij-aa ird medir quanto a distribuicdo dos amino&cidos na
posicao i varia, quando uma Alanina ocupar a posicao j, um procedimento conhecido
por perturbagéo, e os aminoacidos cujas freqiiéncias aumentam ou diminuem devido

a essa perturbacgao sao registrados.

A andlise da perturbacdo é muito mais informativa quando especificam quais

residuos estao envolvidos, e ndo apenas quais posi¢cdes, visto que o conhecimento
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dos aminoéacidos possibilita a identificacdo das interagdes realizadas entre eles.
Assim, pode-se gerar uma lista de correlacéo entre residuos mensurando a variacao
de frequéncia de um residuo numa posicao na presenca de outro residuo em outra
posicao, e calculando a probabilidade dessa variagéo ter ocorrido ao acaso. Esse
valor, no caso de uma correlacdo significativa, é bem baixo (ex. p<10™'°), assim pode
se utilizar o valor de log(P) para quantificar essa correlacdo (nesse exemplo, o valor
seria 15). Pode-se entdo agrupar os residuos em “comunidades”, isto €, conjuntos
de residuos que possuem forte correlagcdo entre si e fraca correlagdo com os

demais.

Para os estudos de conservacao e acoplamento estatistico entre os residuos
encontrados na sequéncia da proteina SELA E. coli, um banco de dados (PF03841)
contendo 654 sequéncias de proteinas distribuidas em 259 espécies entre
procariotos (639), arqueobactérias (14) e um fragmento para Schistosoma mansoni,
foi obtido pelo servidor PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/), que alinha as sequéncias,

com base na similaridade de dominios depositados, com a sequéncia de referéncia.
A partir dos cédigos fornecidos pelo PFAM, as sequéncias completas foram obtidas
no servidor Expasy (http://www.expasy.ch/) e posteriormente no programa Jalview®*

alinhadas pelo aplicativo MAFFT®® e submetidas a analises de redundancia de 90%,
de modo a subtrair fragmentos redundantes, sequéncias com mutacdes pontuais ou
repetidas, porém, com nomes ou codigos diferentes. Apdés a subtracdo das
sequéncias redundantes, as 237 sequéncias resultantes foram utilizadas nos
estudos de conservacao e acoplamento estatistico (SCA).

A figura 3.7 ilustra o resultado de AG®™®, isto &, a conservacdo dos residuos
de aminoacidos para a proteina SELA de E. coli, visualizados no modelo gerado
pelo programa MODELLER®’.
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Figura 3. 7 - A- PDB da proteina SELA modelado pelo programa MODELLER submetido as andlises
de AG®™ para conservagédo dos residuos para proteina SELA de E. coli.Os valores de
conservagdao aumentam do azul para o vermelho. B- Em destaque as setas indicam os

residuos Lisina-295 do sitio ativo ( ‘ ), 0 residuo Asparagina-85 estruturalmente
proxima ao sitio ativo ( ) e dois residuos também conservados nessa regiao,
Histidina-92 e Glutamina-301 ( l' ).

E possivel observar residuos mais conservados no interior da sequéncia
protéica visualizada a direita da figura 3.7 A, em contrapartida ao N e C terminal
quase completamente sem conservacéao, lado esquerdo em azul da mesma figura.
Também é observado em destaque (figura 3.7 B) o residuo Lisina (K-295) ligante ao
cofator PLP (setas preta), o residuo Asparagina (N-85) (seta cinza) ambos com alto
grau de conservacao e os residuos Histidina (H-92) e Glutamina (Q-301), com menor

grau de conservacao, em regides flexiveis proximas ao sitio ativo (seta marrom).

Quando familias de proteinas assumem estados oligoméricos distintos ou
mesmo ligam-se a moléculas distintas é esperado que essas interacdes nao sejam
devido a apenas um ou outro aminoacido, mas um grupo de aminoacidos
possivelmente relacionados estruturalmente entre si®'. A proteina SELA encontrada
amplamente em procariotos, possui organizacao estrutural homodecamérica e liga-
se ao tRNA carregando o residuo serina (Ser-tRNA®*°). Os estudos de acoplamento
estatisticos visam identificar residuos relacionados com os contatos entre os
mondémeros bem como em contato com o tRNA, visto que o contato com o residuo

de serina é conhecidamente realizado com cofator PLP ligado a Lisina-295%.

Dessa forma, inicialmente as analises de correlacdo entre os residuos da
proteina SELA foram realizados considerando apenas correlacdes com valores

menores de 10" de probabilidade de ocorrerem ao acaso. Devido a grande
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quantidade de dados gerados, restringiu-se para valores menores de 10%°. O
resultado foram sete grupos com residuos relacionados entre si como visualizados
nas tabelas 3.2 a 3.8 . Para entender os dados expostos nas seguintes tabelas é

preciso observar que:

- a primeira linha refere-se a residuos e posi¢coes encontrados na sequéncia

da proteina SELA de E. coli e que apresentaram correlacao;

- a primeira coluna refere-se a residuos e posicdes correlacionadas aos

residuos da primeira linha;

- a segunda coluna refere-se a porcentagem dos residuos encontrados na
primeira coluna ao longo do alinhamento realizados entre todas as sequéncias em
estudo, isto é, que ocorrem naturalmente na populacdo de sequéncias utilizadas
nesse estudo;

- 0s valores ao longo da tabela referem-se as porcentagens de acoplamento
entre os residuos da primeira linha com os da primeira coluna. Os valores
apresentados em verde referem-se as porcentagens superiores a 15% comparados
aos valores encontrados no alinhamento das sequéncias (segunda coluna). Assim,
na tabela 3.2, por exemplo, observa-se que a frequéncia de Glicinas na posi¢ao 262
(numeracgao referente a SELA de E. coli) é de 82,8%, e essa frequéncia aumenta

para 98,5% na presenca de uma Fenilalanina na posicéao 235.

De modo a facilitar a identificacdo e visualizacdo dos residuos que possuem
correlacoes, a tabela 3.9 reline os residuos dos sete grupos destacando o respectivo
residuo, posicdo e classificacdo quanto a caracteristica de sua cadeia lateral
diferenciado por cores. A figura 3.8 combina os residuos das tabelas com a estrutura
da proteina SELA de E. coli modelada pelo programa MODELLER. Inicialmente, o
modelo com o gradiente de conservacao de residuos seguido por cada grupo de
correlagdo sobreposto separadamente ao modelo com a respectiva coloragdo de
seus residuos segundo a tabela 3.9.
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Tabela 3. 2 - Grupo 1 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL H92 N84 R127 R130 1180 R185  T203 5228 N229 F235 G262 G397 P400
H92 81,0 - 98,0 98,0 96,9 97.9 97,5 97.0 98,0 98,0 97.9 97,5 97,5 955
N94 82,8 99,0 - 98,5 97,9 99,5 98,0 97,5 99,0 99,5 99,5 98,0 98,5 97,5
R127 83,6 100,0 99,5 - 99,0 99,5 99,5 95,0 99,5 99,5 100,0 99,5 99,5 97,0
R130 81,5 96,4 96,4 96,5 - 96,4 96,0 96,5 95,9 96,4 96,9 959 95,9 95,0
1180 80,7 96,4 97.0 96,0 954 - 96,0 949 96.4 97,0 96,9 954 95,9 945
R185 84,0 100,0 99,5 100,0 99,0 100,0 - 99,0 99,5 99,5 100,0 99,5 99,5 97,0
T203 83,2 98,5 98,0 98,5 98,5 97,9 98,0 - 98,0 98,0 98,5 98,0 98,0 96,0
5228 82,8 99,0 99,0 98,5 974 99,0 98,0 97.5 99,5 99,0 98,5 99,0 97,0
N229 828 99,0 99,5 98,5 97,9 99,5 98,0 97,5 99,5 - 99,5 98,5 99,0 97,5
F235 81,9 97,9 98,5 98,0 97.4 98,4 97,5 97,0 98,0 98,5 - 97,5 98,0 96,0
G262 828 98,5 98,0 98,5 97,4 97,9 98,0 97,5 98,5 98,5 98,5 - 98,5 96,0
G397 82,8 98,5 98,5 98,5 974 98,4 98,0 97,5 99,0 99,0 99,0 98,5 - 96,5
P400 83,6 97.4 98,5 97,0 97,4 97,9 96,5 96,5 98,0 98,5 97,9 97,0 97,5 -
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Tabela 3. 3 - Grupo 2 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL R97 E119 N152 S173 F184 D210 H226 G260 D294 R325 G395

R97 853 - 985 995 1000 1000 995 995 995 1000 1000 99,0
E19 861 995 - 995 1000 1000 995 990 995 1000 1000 990
N152 853 995 985 - 1000 100,0 995 990 995 1000 1000 99,0
§173 836 980 971 980 - 985 980 975 980 985 985 975
F184 845 990 980 990 995 . 990 985 990 995 995 985
D210 853 995 985 995 1000  100,0 - 99,0 100,0 100,0 1000 99,0
H226 857 1000 985 995 1000 1000 995 - 995 1000 1000 990
G260 853 995 985 995 1000 1000 1000 99,0 - 1000 1000 99,0
D294 849 995 985 995 1000 1000 995 990 995 - 1000 990
R325 849 995 985 995 1000 1000 995 990 995 1000 - 99,0
G395 840 975 966 975 980 930 975 971 975 980 980 -

1

1

1

]

1

1
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Tabela 3. 4 - Grupo 3 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL L86 D131 A183 K321 L347 L351 5396 L4241

L86 244 - 94,9 90,0 100,0 93,2 90,0 98,3 84,6
D131 24,8 96,6 - 80,0 98,2 91,5 88,3 96,6 831
A183 252 93.1 91,5 - 94,6 88,1 86.7 931 83.1
K321 235 96,6 93,2 88,3 - 91,5 88,3 96,6 84,7
L347 248 94,8 91,6 86,7 96,4 - 90,0 94,8 831
L351 252 93.1 89,8 86,7 94,6 91,5 - 93,1 81,4
5396 244 98,3 94,9 80,0 100.0 93,2 90,0 - 84,7

L421 24 8 87.9 831 81,7 89,3 83.1 80.0 86,2 -

Tabela 3. 5 - Grupo 4 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL L118 G128 N153 V157 L161 G182 M1%0 F291

L118 71T - 96,0 95.0 97.6 97.2 98,3 98,7 97.2
G128 72,7 89,7 - 89,0 92,7 92,8 92,2 92,3 89,3
N153 76,1 93.0 93.1 - 94,6 93,3 95,5 a7.4 92,1
V157 69,3 87,0 88,4 87.8 - 89,4 91,1 92,9 87.6
L161 75,6 94,6 96,5 92,8 97.6 - 97,2 98.1 94,4
G182 75,2 95,1 95,4 94,5 98,8 96,7 - 98,1 95,5
M190 65,1 82,7 82,7 83.4 87,3 844 84,9 - 81,4

3

F291 744 93,0 94,4 90.1 93,9 92,8 94,4 92,9 -




59

Tabela 3. 6 - Grupo 5 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagées que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL H207 1239

H207 60,5 - 85,9

1239 62,6 88,9 -

Tabela 3. 7 - Grupo 6 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL P115 5396

P115 592 - 85,9

S396 626 90,8 ]

Tabela 3. 8 - Grupo 7 de correlagdo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Em verde as
correlagbes que apresentaram valores superiores a 15% comparados aos valores
obtidos no alinhamento entre todas as sequéncias.

POS ALL L447 L449

L447 7r3 - 96,3

1

L449 79,0 98,4 -
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Tabela 3. 9 - Reunido dos sete grupos de correlagao entre os residuos da proteina SELA de E. coli. Na primeira coluna o numero de residuos para cada
grupo, seguido pelos respectivos residuos, posicdes e caracteristica de sua cadeia lateral: em azul — residuos polares nao carregados;
em marrom — residuos apolares; em verde — residuos acidos e em vermelho — residuos basicos.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo s Grupo 6 Grupo 7

Mimerode Residuos Posipbes  Classificacdo  Residuos  Posichies  Classificagio  Residuos  Posicbes  Classificagdo  Residuos  Posigbes  Classificacio  Residuos  Posigbes  Classificacio  Residuos  Posigbes  Classificacio  Residuos  Posipiies  Classificagio
residucs do

grupo
1 H 2 3 87 L BB L 11E 07 - P 115 - L 447 -
2 N =4 E 119 o 131 & 12E 238 5 386 L 448
3 R 127 N 152 A 183 M 153
4 R 130 5 173 K 321 L) 157
5 | 1BED F 184 L 347 L 181
& R 1E5 D 210 L 351 G 1E2
7 T 203 H 228 5 395 ] 120
E 5 228 L=l 260 L 421 F 281
] N 229 ] 24
10 F 2353 R 325
11 G 262 G 305
12 G 357
13 P 400
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Figura 3. 8 - Andlise de correlagéo entre os residuos da proteina SELA de E. coli. A- modelo gerado
pelo programa MODELLER com gradiente de conservagao de residuos; B, C, D, E, F,
G e H- sobreposicédo a estrutura SELA modelada em cinza dos residuos que possuem
correlagcao resultante respectivamente aos grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 agrupados na
tabela 3.9.
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Dos grupos de residuos correlacionados acima, a maior parte se compde de
posicdes que ja tem ocupacao alta (acima de 80%) para um dado aminoéacido. A
excecao é para o grupo de numero 3, em que os sitios de aminoacidos estao
presentes em menos de 30% do total de sequéncias, mas apresentam correlacao
tao forte que a presenca de apenas um deles leva a ocorréncia de mais de 80% para
qualquer outro. Esse tipo de comportamento sugere que em algum momento da
evolucao favoreceu-se a conservagao simultinea desses destes residuos, o que
poderia estar relacionado a alguma funcdo biolégica. Curiosamente a SELA
estudada nesse trabalho pertence a esse grupo, apresentando simultaneamente
todos os oito aminoacidos encontrados. Esse grupo também é o unico que
apresenta anti-correlacdo com outro grupo dentre os encontrados. Pela tabela 3.10,
podemos observar que a presenca de residuos no grupo 3 leva a diminuicao de
freqUéncias dos residuos na comunidade de numero 6 e vice-versa, sendo a

probabilidade dessa diminuicdo em média menor que 107'°.

Tabela 3. 10 - Analise de correlagdo/anti-correlacdo para acoplamento entre procariotos e
arqueobactérias. Os numeros correspondem a média dos logaritmos dos p-valor
observado para correlagbes entre membros de uma comunidade em relagdo aos
membros da outra. Sinais positivos sao atribuidos quando ha correlagdo, enquanto
sinais negativos sdo usados para aniti-correlacdo, isto €, a presenca de um
residuo diminui a frequéncia de outro.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7

Grupo 1 10.059172  11.720280 0.951923 4644231 2.615385 0.461538  6.115385
Grupo 2 8.692307 10.520661 0.579545 4.056818  2.227273 0.500000  4.545455
Grupo 3 3.769231 3.420455 22531250 5718750  6.000000 -16.875000 4.687500
Grupo 4 8.634615 9.363636 1.468750 8.781250  2.312500 0.125000  5.062500
Grupo 5 7.807693 7.181818 2.437500 3.437500  5.250000  -0.250000  8.000000
Grupo 6 1.230769 0.954545 -12.250000 0.187500  0.000000 6.000000  0.500000

Grupo 7 8.769231 7.954545 1.000000 3.812500  3.750000 0.500000  6.500000
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3.5 Ensaios estruturais da proteina SELA e SELA-tRNAsec por SAXS

A proteina Selenocisteina Sintase (SELA) e a mesma incubada com tRNA®®°
foram estudados pela técnica de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)
objetivando-se a determinacao de sua estrutura tridimensional. Esses estudos foram
realizados em colaboragdo com a Profa. Dra. iris L. Torriane e Dr. Cristiano L. P.
Oliveira no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas — SP —
Brasil.

Todas as medidas de SAXS foram realizadas no LNLS, inicialmente utilizando
a linha SAXS-1 para medidas da proteina SELA e posteriormente com a
implantacéo da linha SAXS-2 para medidas tanto da proteina SELA como SELA-
tRNA®°. As medidas utilizaram 15 uM da proteina SELA incubados com 75, 162 e
232 uM do tRNA®*°, obtendo-se as respectivas propor¢cdes molares de 1 molécula de
proteina para 5, 10 e 15 moléculas de tRNA. O comprimento de onda do raio
incidente utilizado nas diversas experimentacdes foi A=1.488A, as distancias
amostra — detector entre 407 e 1620mm. Para aquisicdo de dados utilizou-se um
detector 1D sensivel a posicado (DSP), na linha SAXS-1 e um detector
bidimensional (CCD), na linha SAXS—-2.

Desse modo, realizou-se a subtracdo entre as curvas do espalhamento da
solucdo protéica pela curva de espalhamento da solucdo tampéo, resultando na
curva final de espalhamento para a proteina em estudo. A partir da curva de
espalhamento da proteina, o programa autoRg provido por EMBL (http://www.embl-

hamburg.de/Externallnfo/Research/Sax/) foi utilizado como guia para avaliagcdo da

curva de espalhamento. Esse programa informa os pontos utilizados e porcentagem
de qualidade para o gréafico de Guinier®® e célculo do raio de giro — RG e [(0) para a
curva de espalhamento | por g.

O método de transformada inversa de Fourier implementado no programa
GNOM®” ®8_ foi utilizado para obtencdo da funcdo de distribuicdo de distancias —
p(r), diametro maximo da molécula — Dyax € 0 raio de giro — Ry, também obtido
anteriormente pela equacao de Guinier. Para as medidas realizadas na linha SAXS-
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1, o efeito de deformagao da curva (smearing), devido a altura e largura da janela de
entrada do detector e aos parametros do feixe (feixe ndo pontual) foram

adequadamente corrigidos no programa GNOM.

A curva de espalhamento medida experimentalmente e sua extrapolagéo de q
igual a zero e normalizado para satisfazer a condicdo /(0) igual a 1, pelo programa
GNOM, podem ser visualizados na figura 3.9 tanto para a proteina SELA como
SELA-tRNA.

10_3?
107

10_5—%

Intensity [arb. u.]

10° 5

1074 e ——————
10° 10? 107 10°

q[A ]

Figura 3. 9 - Curvas de espalhamento obtidas experimentalmente (pontos) e respectivo ajuste pelo
GNOM extrapolando a g=0 (linha cheia). Em preto, proteina SELA e em azul, proteina
SELA-tRNA.

Os parametros estruturais derivados da curva de espalhamento, como valores
de dimensao maxima (Dmax), raio de giro (Rg) e massa molecular (MM), bem como
dados obtidos pela técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)* e
calculos tedricos para massa molecular tanto para a proteina SELA como SELA-
tRNA sao visualizados na tabela 3.11. A figura 3.10 mostra a curva de distribuicao

de distancia gerada pelo programa GNOM.
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Figura 3. 10 - Funcao de distribuicdo de distancias a partir da curvas de espalhamento obtidas
experimentalmente. Em preto proteina SELA e em azul proteina SELA-tRNA.

Os modelos de baixa resolucao foram gerados utilizando procedimentos ab
initio, implementados no programa GASBOR® e a partir de parametros iniciais tais
como o arquivo de saida do programa GNOM, numero de aminoacidos por
monémero (463 aa) e a simetria da proteina (P52) obtido através de dados de
Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM)*. Para verificar a validade do modelo,
realizou-se 10 construcées independentes, resultando em envelopes similares,
validando o melhor modelo pelo programa DAMAVER (http://www.embl-

hamburg.de/Externallnfo/ Research/Sax/). Os modelos finais para a proteina SELA e

SELA-tRNA podem ser visualizados na figura 3.11.
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Figura 3. 11 - Modelo ab initio, gerados pelo programa GASBOR. A- proteina Selenocisteina Sintase (SELA); B- SELA — tRNA; C- sobreposigdo das duas
estruturas.
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Figura 3. 12 - Modelo ab initio, gerados pelo programa GASBOR e imagens tratadas pelo programa
PYMOL. A- proteina Selenocisteina Sintase (SELA); B- SELA — tRNA. As linhas
negras e respectivos numeros indicam as medidas da subunidade dimérica: 1-
comprimento lateral; 2- comprimento em dire¢do ao centro; 3- espessura e o circulo-
didmetro interno do orificio central. Valores encontrados na tabela 3.11. A seta negra
indica um dos cinco orificios encontrado apenas na estrutura SELA-tRNA.

Tabela 3. 11 - Parametros estruturais para a proteina SELA e SELA-tRNA, obtidos por Microscopia
Eletronica de Transmissdo (TEM) e Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos

(SAXS).
D...x (A}  Orificio Central (A) Subunidade Dimérica (A) Rg (A) MM (kDa)
Lateral Emdirecio ao centro Espessura
Proteina SELA
TEM 190 40 85 70 50 a B0 - 493 +/- 20
SAXS 180 60 88 40 61 66,5 +/-01 552+/-28
Tedrico - - - - - 509,322

Proteina SELA-{RNA (1:5)
SAXS 203 55 81 78 N 68,0 +-0,1 630 +/-30

Tedrico - - - - - 664,322

Dados obtidos por TEM*; Dados tedricos obtidos a partir da literatura® ** *°; Dados de SAXS obtidos
experimentalmente.
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3.6 Ensaios estruturais da proteina SELA e SELA-tRNAsec por difracao
de raio-X

3.6.1 Proteina Selenocisteina Sintase

Os estudos de cristalografia foram realizados em colaboracdo com o Dr.
Humberto d’Muniz Pereira e Prof. Dr. Eduardo Horjales Reboredo do grupo de
cristalografia no Instituto de Fisica de Sao Carlos.

A abordagem utilizada para a maior parte dos ensaios de cristalizacdo tanto
da proteina SELA como da mesma ligada ao tRNA®* foi a técnica de difusdo de
vapor por gota suspensa (hanging drop vapor diffusion). Desse modo, 500 uL de
solucéo de cristalizacdo foram adicionados ao po¢o de uma placa de cristalizacao, 2
ML dessa solugdo foram adicionados a 2 yL de proteina em uma laminula que
rapidamente foi invertida sobre o pog¢o previamente contornado com graxa de
silicone, resultando em um sistema fechado. Posteriormente a aquisicdo do robd de
cristalizacao “Honeybee 939” (Genomic Solution) pelo Instituto de Fisica de Séao
Carlos (IFSC), passou-se a realizar triagens de cristalizacdo automatizadas pela
técnica de difusdo de vapor por gota depositada (sitting drop vapor diffusion). As
placas de cristalizacao utilizadas pelo robé necessitam de menores quantidades de
solucdo de poco (80 pL) e proteina (1 pL). Apds o preparo das placas de
cristalizacdo as mesmas foram deixadas em repouso em locais com temperaturas
controladas a 4 e 18° C, livres de vibracGes, para que as proteinas pudessem

cristalizar.

Os fatoriais comerciais utilizadas nas triagens de cristalizagdo séao
provenientes de Qiagen-Nextal e Hampton Research (tabela 3.12).



Tabela 3. 12 - Fatoriais comerciais de cristalizagdo utilizados para triagens de cristalizagdo da

proteina SELA e SELA-tRNA®®,

Fabricante Caodigo Fatorial de Cristalizacao
Hampton Research HR2 - 110 Crystal Screen
HR2 - 112 Crystal Screen 2
HR2 - 126 PEG/lon Screen
HR2 - 130 Crystal Screen HT
HR2 — 136 SaltRx
HR2 — 211 Grid Screen Ammonium Sulfate
HR2 - 213 Grid Screen PEG 6000
HR2 - 215 Grid Screen 2-Methyl-2-4-pentaneidiol
HR2 - 219 Grid Screen Sodium Chloride
HR2 — 221 Quik Screen Sodium/Potassium Phosphate
Quiagen-Nextal 130701 Classics Suite
130704 PEGs Suite
130716 PEGs Il Suite
130719 Nucleix Suite

69
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Figura 3. 13 - Foto dos cristais obtidos ao longo das triagens e refinamentos das condigdes de cristalizagao para proteina Selenocisteina Sintase de E. coli. Em A- Cristal Screen 2
— 21: 2.0 M Sodium Chloride, 0.1 M MES pH 6.5, 0.2 M Na/K Phosphate; Em B- Sodium Chloride — B3: 0.1 M MES pH 6.0, 2.0 M Sodium Chloride; Em C-
refinamento dos cristais A e B - 26% MPD, 0.1M Mes pH 6.2; Em D- refinamento dos cristais A e B - 29% MPD, 0.1M Mes pH 6.4; Em E a L- condigbes descritas na
tabela 3.13 (pagina 73); Em M a P- condigbes descritas na tabela 3.14 (pagina 74); Em Q- cristal condi¢cdo N formado em solugéo crio de 22% de glicerol; Em R-
cristal condigdo N formado apds “microseeding”; Em S- cristal condicdo N formado em solucéo crio 20% de etilenoglicol; Em T- refinamento cristal N crescido ap6s
digestao com Tripsina em 1.6 M do agente precipitante. Cristais S e T apresentaram melhores padrdes de difragao.
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As triagens de cristalizacdo para a proteina SELA resultaram em inumeros
cristais de sais e algumas condicdes em que micro-cristais, em forma de agulhas
com grande quantidade de nucleagdes e precipitado, precisaram ser refinadas para
testes posteriores (figura 3.13 — A e B). O refinamento deu-se com variacdes na
concentracao da proteina entre 10 a 17 uM (5 a 9 mg/mL), concentracdo do agente
precipitante, pH e adicao de sais como cloreto de sédio, cloreto de magnésio, sulfato
de amoénio e acetato de sodio. As melhorias na forma e tamanho dos cristais foram
obtidas em tampéo 0,1 M de MES entre os pHs 6,0 e 6,5 com variagdes entre 20 e
29% de 2-Methyl-2-4-pentaneidiol (MPD) a 18° C (figura 3.13 — C e D).

Apbs a melhoria dos cristais, 0s mesmos apresentaram padrao de difracao de
sal, quando submetido ao feixe de raios-X na linha MX2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS).

Tendo em vista a ndo formacdo de cristais de proteina, apesar de ampla
triagem em fatoriais de cristalizacdo comerciais, supds-se que problemas como
contaminantes ou presenca de mais de um estado oligomérico da proteina impediam
sua cristalizacdo. Desse modo, uma etapa de gel filtracdo (coluna superdex 200 —
GE Healthcare - 1.6 x 60.0 cm), sugerida pela doutoranda Livia Regina Manzine
(IFSC — USP), foi adicionada como ultimo passo ao protocolo de purificagao

anteriormente estabelecido®’.

A coluna de gel filtracdo Superdex 200 é utilizada para separar proteinas com
massas moleculares entre 10 e 600 kDa. Dessa forma, a proteina SELA
homodecamérica (510 kDa) é esperada como primeira fracao a ser eluida da coluna.
Com maior pureza e um unico estado oligomérico (figura 3.14.) repetiu-se os
fatoriais de cristalizacao (tabela 3.12) com a proteina SELA e a mesma ligada ao
tRNAS®.
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Figura 3.
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14 - Cromatografia da proteina SELA apdés gel filtragéo (Superdex 200) e analise em SDS-
PAGE: coluna 1- padrédo de massa molecular; coluna 2- proteina SELA antes da
coluna de gel filtragao; coluna 3- proteina SELA apds coluna de gel filtrag&o.

As triagens de cristalizacdo ap6s a passagem da proteina SELA pela coluna

de gel filtracdo resultaram novamente em inimeros cristais de sais, alguns cristais

cuja forma precisava ser melhorada e cristais que nao apresentaram padroes de

difracdo. Com excecdo das condicbes resultantes de cristais de sais, os demais

cristais sdo listados na tabela 3.13 e ilustrados na figura 3.13 — E - L.



Tabela 3. 13 - Micro-cristais e cristais da proteina SELA obtidos em triagens de cristalizagdo apos
a adicdo da coluna de gel filtracdo Superdex 200 no protocolo de purificacao.

Proteina Condicao de Cristalizacao Classificacao do Cristal
Selenocisteina Hampton Research
Sintase Fatorial Salt Rx
E- Sal
1.0 M Magnesium sulfate hydrate Cristal ndo difratou
Tampéo

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

F- Sal

3.2 M Sodium chloride Cristal ndo difratou
Tampéo

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

G- Sal

0.6 M Potassium sodium tartrate tetrahydrate Cristal ndo difratou
Tampéo

0.1 M BIS-TRIS propane pH 7.0

Crystal Screen Lite

H- Sal

0.2 M Magnesium Chloride hexahydrate Melhorar cristais
Tampéo

0.1 M HEPES - Na pH 7.5
Precipitante

15% v/v iso-Propanol

I- Sal

0.2 M tri-Sodium Citrate dihydrate Melhorar cristais
Tampéo

0.1 M HEPES - Na pH 7.5
Precipitante

10% v/v iso-Propanol

J- Sal

None Cristal ndo difratou
Tampéo

None
Precipitante

2.0 M Sodium Formate

Qiagen-Nestal

Classics Suite

K- Sal

None Melhorar cristais
Tampéo

0.1 M HEPES sodium salt pH 7.5
Precipitante

0.8 M K/Na tartrate

L- Sal
0.1 M Sodium phosphate, Cristal ndo difratou
0.1 M Potassium phosphate
Tampéo
0.1 MMES pH 6.5
Precipitante
2.0 M Sodium chloride
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Quatro cristais de proteina com padrdes de difracdo a baixa resolucédo
cristalografica foram obtidos, sendo um para a proteina SELA e trés para proteina
SELA-tRNA®®° (tabela 3.14 e figura 3.13 — M - P).

Tabela 3. 14 - Cristais da proteina SELA e SELA-tRNA®**° obtidos em triagens de cristalizacéo
apés a adigédo da coluna de gel filtracdo Superdex 200 no protocolo de purificacao.

Proteina Condicao de Cristalizacao Classificacao do Cristal
Selenocisteina Qiagen-Nestal
Sintase PEGsSuite
M- Sal Cristal de Proteina
None
Tampéo

0.1 M Tris.HCI pH 8.5 (difragao > 13A)

Precipitante
30 %(v/v) PEG 400

Selenocisteina Qiagen-Nestal
Sintase — tRNA®*° Classic Suite

N- Sal Cristal de Proteina

0.1 M Sodium phosphate,

0.1 M Potassium phosphate
Tampéo

0.1 MMES pH 6.5
Precipitante

2.0 M Sodium chloride

(difragdo > 9.4A)

Qiagen-Nestal

Nucleix Suite

o- Tampao Cristal de Proteina

0.05 M Sodium cacodylate pH 6.5
Aditivo

0.08 M Magnesium acetate
Precipitante

15 %(v/v) PEG 400

(difragao > 20A)

P- Tampao Cristal de Proteina
0.05 M HEPES Sodium salt pH 7.0
Aditivo
0.1 M Potassium chloride, 0.01 M Calcium
chloride
Precipitante
10 %(v/v) PEG 400

(difragdo > 20A)
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Apesar de inumeras tentativas para conseguir um bom padréo de difracdo das
condi¢Oes descritas na tabela 3.13 acima, nenhuma condi¢ao de refinamento obteve
sucesso. Entretanto, nas condicbes que apresentaram difracdo, tabela 3.14, foi
observado que apesar dos padrdes apresentarem baixas resolucdes cristalograficas
com poucos “spots” a proteina ligada ao tRNA atingia maiores resolugdes e
quantidades de “spots” quando comparada a proteina sem o tRNA ligante (figura
3.15). Também foram observados cristais com forma semelhantes na mesma
condicao de cristalizacédo, entretanto, apresentando difragdo apenas na presenca do
tRNA(tabela 3.13 — L e tabela 3.14 — N e figura 3.13 — L e N).

Figura 3. 15 - Padrao de difragéo para a proteina SELA e SELA-tRNA®**°. Em A- proteina SELA, em
B- proteina SELA-tRNA®®°. Ambas cristalizadas conforme descrito na tabela 3.14 — M,
N e visualizados na figura 3.13 — M, N.

Os cristais tabela 3.14 — O e P (figura 3.13 — O e P) apresentaram problemas
de difracdo pobre e de reprodutibilidade dos cristais, inviabilizando o refinamento
para essas condi¢des. Os cristais tabela 3.13 — L e tabela 3.14 — M e N (figura 3.13
— L — N) passaram por inumeras condi¢des de refinamento descritas a sequir.

Inicialmente foi observada uma piora do padrao de difragcao até auséncia total
de difragdo apds 19 dias de vida do cristal. Devido a rapida formagédo dos cristais
(aproximadamente 15 horas), estabeleceu seu congelamento apds dois dias da
preparacdo da gota de cristalizacdo. Para o congelamento foram preparadas
solucdes crio - protetoras (preparo da solucdo mée de cristalizacdo com glicerol ou
etilenoglicol 20% - concentracao final). Desse modo, o cristal era transferido para
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uma gota de solugéo crio - protetora por alguns minutos, recolocado no “loop” e

congelado em nitrogénio liquido até o momento da exposi¢cao aos raios-X.

E sabido que quando a proteina cristaliza muito rapida resultando em cristais
com padrdées de difracdo ruins ou mesmo ausentes, pode significar problemas na
organizacao interna do cristal, e uma alternativa para melhora-los é diminuir a
velocidade de sua formacdo’®’2. Cristais tanto da proteina SELA como SELA-
tRNA®®® foram conseguidos quando as mesmas foram preparadas com utilizagéo de
6leos sobre a solucao de poco, na tentativa de diminuir a velocidade de difusdo na
gota, e assim melhorar a organizagdo interna durante a formacédo dos cristais. A
adicao de dois tipos de oleos: “Paraffin e Silicon Oil da Hampton Research” foram
utilizados conforme especificagao do fabricante. Os resultados obtidos foram retardo
e diminuicdo da nucleacado, entretanto nenhum ganho no padrdo de difracdo foi
obtido.

Variagbes na concentragdo de proteina 5,8 a 17 uM (3 a 9 mg/mL),
concentracao do agente precipitante, pH e relacao proteina : solugdo de poco foram
realizados. Observou-se que concentracbes abaixo de 7,8 uM (4 mg/mL) nao
resultavam em cristais e gotas em que a proteina estava acima de 9,8 uM (5 mg/mL)
pareciam semelhantes. Desse modo nos ensaios seguintes utilizou-se a
concentracdo de 9,8 uM (5 mg/mL). As variacbes na concentragdo do agente
precipitante, pH e relacao proteina : solucao de poco nao resultaram em melhorias

no padréo de difragao.

Outro problema que pode ocorre em proteinas que difratam mal sao
desarranjos estruturais do cristal quando o0 mesmo é banhado na solucao de crio —
protetora, principalmente em proteinas que resultem em cristais com grandes
quantidades de solvente’”®. De modo a minimizar esses danos, passagens em
gradientes crescentes de glicerol ou etilenoglicol (5 — 25%) foram preparadas,
infelizmente sem sucesso no ganho de resolugcdo dos padrbes de difragdes.
Também foram preparadas solu¢des de cristalizacdo acrescidas de glicerol ou
etilenoglicol (5 — 25%), resultando em cristal que seria formado ja em solugéo crio,
minimizando os danos sofridos ao cristal durante seu congelamento. Nessa
abordagem os cristais apresentaram pouca nucleacdo com cristais maiores nas

concentracoes de 16, 18 e 22% de glicerol (tabela 3.14 — N e figura 3.13 — Q),
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porém, sem ganho de resolucdo em seus padrées de difragdo. Também foram
testados outros agentes crio protetores como PEG 200, 400 e 500, também sem

melhorias.

Uma nova triagem foi realizada na condicdo de cristalizacdo do cristal N
(tabela 3.14 — N) em que 96 aditivos diferentes (Additive Screen HR2-428 —
Hampton Research) foram adicionados a gota de cristalizacdo Um total de 35
condi¢bdes aditivadas resultaram em cristais, todos com a forma do cristal nativo N,
dos quais alguns nao apresentaram padrdao de difracdo enquanto outros
apresentaram padrdes de difragdo com resolucdo superior a 10 A e “spots” mal
definidos (figuras dos cristais e imagens de difragdo ndo mostrados).

Devido as inumeras abordagens para a formacdo de cristais que
apresentassem bons “spots” a alta resolucdo falharem, iniciaram-se tratamentos
pos-cristalizagdo como “annealing”, desidratacdo e “seeding” para os cristais ja
formados da proteina SELA ligada ao tRNA (tabela 3.14 — N).

Na tentativa de minimizar os problemas ocorridos durante o congelamento,
muitas vezes desigual, do cristal de proteina causando assim aumento da desordem
interna, especialmente em grandes cristais ou cristais com grande quantidade de
solvente. A técnica de “annealing”, de modo simplificado, trata-se de impedir o fluxo
de nitrogénio que mantém o cristal congelado no suporte do difrator de raios-X, por
alguns segundos até que o cristal atinja a temperatura ambiente seguido por um
rapido congelamento, com o restabelecimento do fluxo de nitrogénio. Processo que
pode ser realizado uma Unica vez, variadas vezes em intervalos determinados de
tempo, ou mesmo pela remocao do cristal do “’loop” para novo banho em solucéo
crio — protetora e novamente rapido congelamento pela recolocacado do cristal no

“loop” e fluxo de nitrogénio”".

Como resultados, foram obtidos uma piora
significativa ou mesmo auséncia de difracdo dos cristais para a proteina SELA.
Também foram realizados testes que comprovassem se o congelamento dos cristais
estava danificando sua organizagao interna, através da colocacao do cristal em um
capilar e posterior exposicdo ao feixe de raios-X, sem a necessidade do
congelamento do cristal. Essa abordagem néao foi utilizada para coletas de conjunto
de dados, mas para verificar se o cristal apresentava um padrao de difracdo melhor

comparado aos cristais congelados. O mesmo padrao a baixa resolucao e qualidade
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dos “spots” foram observados caracterizando problemas na organizagcao do cristal e

nao no processo de congelamento.

A tentativa seguinte de melhorar o padrao de difracdo encontrado nos cristais
foi sua desidratacdo. Segundo essa técnica o cristal formado em uma dada condicao
possui determinada quantidade de solvente internamente as suas moléculas. Essa
quantidade de solvente € variavel e pode ser parcialmente reduzida (desidratada),
através de passagens sucessivas do cristal pela solucado mae de cristalizagdo com
gradientes crescentes do agente precipitante, promovendo um melhor
empacotamento e organizagdo (ordenamento) do cristal’* "®®. Na condicdo de
cristalizacdo em questao, o agente precipitante NaCl (2,0 M) teve gradual aumento
de 0.1 M até 3.0 M de NaCl. As passagens dos cristais foram realizadas
primeiramente a cada 5 minutos e em uma segunda abordagem a cada 12 horas.
Em ambas as metodologias os cristais resistiram as passagens ao longo do
gradiente crescente de concentracdao do agente precipitante, sem apresentarem
qualquer dano visivel (rachaduras, quebras ou mesmo dissolu¢dao). Mesmo assim,
nenhum ganho na resolucao do padrao de difracao foi obtido.

O terceiro tratamento pés-cristalizacao foram experimentos de “seeding”, mais
especificamente “microseeding”, em que cristais sdo colocados em um tubo e
triturados com bolinas de vidro (glassbead) sob forte agitagcdo (vortex). Os
fragmentos dos cristais triturados, denominados de “sementes”, sdo utilizados como
ndcleos a serem colocados em novas gotas de cristalizagdo contendo a mesma
concentracao de proteina e pequena diminuicdo da concentracdo do agente
precipitante. Diminuicdo necessaria para evitar em grande parte a formacéo de
novos nucleos, priorizando o crescimento dos nudcleos ali colocados. Técnica
aprendida durante o “IV CeBIME/LNLS Structural Molecular Workshop — techniques,
tools and developments in protein crystallization 2009”, para o completo
entendimento da técnica e suas variantes utilizar o livro editado por Bergfors”.
Desse modo, com um pelo de rabo de cavalo previamente passado na gota de
cristais triturados, carregando assim, “sementes” de micro-cristais, foram feitas
estrias seriadas em gotas de proteina com solucao de cristalizacdo (possuindo seu
agente precipitante em concentracées decrescentes) para crescerem. Houve
crescimento de cristais (figura 3.13 — R), porém sem ganhos na resolucédo do padrao

de difracéo.
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3.6.2 Proteina Selenocisteina Sintase-2

A doutoranda Livia Regina Manzine (IFSC — USP), durante a preparacao de
seus experimentos de Fluorescéncia e determinacdo estequiométrica entre os
tRNA®®® ligantes a proteina homodecamérica Selenocisteina Sintase (SELA),
observou através de amostras de proteina aplicadas em gel nativo corado
inicialmente com brometo de etideo (especifico para DNA/RNA) e posteriormente
com Coomassie Blue (especifico para proteinas), que algum material permanecia

ligado a proteina.

Como é sabido pela literatura® *% 4

que a proteina liga-se a tRNAs, é
possivel que algumas moléculas de tRNA continuem ligadas a proteina mesmo apés
o processo de purificacdo e que esse material ligado resulte em heterogeneidade da
amostra prejudicando os ensaios de cristalizag&o, resultando nas baixas resolug¢des

de difracdes obtidas.

Na tentativa de conseguir a proteina SELA livre de moléculas de tRNA®**° a
mesma foi subclonada e expressa em cepas de E. coliWL81460 (FM433 A(selC)400),
deficientes para o gene selC, gentilmente cedida pelo laboratério do Prof. Dr. August
Bdck do Instituto de Biociéncias Moleculares da Univerdade de Frankfurt, Alemanha.
Para isso, a doutoranda Livia converteu a linhagem WL81460 para WL81460(DE3)
competente, capaz de expressar a enzima T7 RNA Polimerase sobre controle do
lacUV5, podendo assim, ser utilizada para expressao de qualquer gene clonado em
vetores pET (Novagen). Devido a linhagem WL81460(DE3) ser resistente ao
antibiético kanamicina, o mesmo antibidtico utilizado na construcdo plasmideal
pET29a-SELA, Livia preparou a substituicdo do gene de kanamicina pelo de
ampicilina encontrado no vetor pETDuet-1 (Novagen). Através das enzimas de
restricdo Dra lll e Sap | (Fermentas), que apresentavam sitios de clivagens em
regides correspondentes entre os vetores e ausentes na sequéncia do gene selA

(Figura 3.16). Como a substituicao do gene de resisténcia para ampicilina foi realizada
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a transformacao do vetor agora denominado de pET29a-SELA-2 na cepa bacteriana

de E. coliWL81460(DE3) competente.
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Figura 3. 16 - Mapas dos vetores pET (Novagen) destacando-se em vermelho os locais de clivagem
para as enzimas Dra lll e Sap |. Em A- vetor pETDuet -1, resistente a ampicilina. Em
B- vetor pET-29a, resistente a kanamicina. Figura cedida pela doutoranda Livia

Regina Manzine.

A expressao e purificagdo da proteina denominada SELA-2, em bactérias que

nao produziam tRNA®®,  seguiram

conforme

protocolos  estabelecidos

anteriormente®. Os ensaios de cristalizagdo foram repetidos com a utilizagdo do

rob6 de cristalizacdo, novamente cristais de sais, cristais sem padrao de difracdo e a
condicao SELA-tRNA N (tabela 3.14 — N) com padrdao de baixa resolucao
semelhantes aos para SELA-1 foram obtidos.
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3.6.3 Ensaios de proteases, delecoes e mutacgdes sitio-dirigida para
proteina Selenocisteina Sintase-2

Em casos onde a cristalizagao parece impossivel ou os padrées de difracao
resultantes dos cristais obtidos sdo pobres, alternativas como uso de proteases,
delecdes de regides especificas ou mutacdes sitio-dirigida, podem ser op¢des que
resultem em cristais com bons padrdées de difracbes e conjuntos de dados

suficientes para a resolugdo da estrutura cristalografica’ .

A auséncia de cristais ou mesmo cristais “ruins” podem nao serem resultantes
de problemas como heterogeneidade (presenca de proteinas contaminantes,
fragmentos resultantes de protedlises ou mesmo variados estados oligoméricos da
proteina de interesse) ou instabilidade (devido a alteracbes na solubilidade por
formacdes espontaneas, porém irreversiveis, de precipitados durante a fase de
concentracao protéica), mas pela impossibilidade da proteina estabelecer interacdes
intermoleculares ou diminuicdo de regides flexiveis, condicbes necessarias para
nucleagdo e crescimento dos cristais. Quando problemas desses tipos ocorrem a
partir da sequéncia completa da proteina em estudo, alternativas como a remogao
dessas regides interferentes ao processo de cristalizacdo ou mesmo pela limitacdo
dos ensaios cristalograficos a dominios funcionais da proteina (dominios de ligacao

de complexos, sinalizadores nucleares, dentre outros) sdo boas abordagens®’.

Alguns exemplos de proteinas que apresentaram problemas que impediam
suas cristalizacées resultantes de: heterogeneidades devido a modificagcdes poés-
transcricionais como na proteina Tirosina Quinase®'; heterogeneidade devido & acéo
de proteases na proteina Receptora de Interferon y®; extremidades flexiveis de
proteinas que inviabilizam a cristalizacdo®®; problemas de agregacdo solucionada
pela mutacdo de aminodacidos hidrofébicos por outros mais hidrofilicos®* ou mesmo
pela adicao de residuos indispensaveis a cristalizacdo como no caso da presenga do

residuo isoleucina no C-terminal da proteina Fibronectina®.

Determinar a sequéncia problema na proteina nao é facil, tampouco sua

remogao por proteases. Mesmo com o conhecimento dos sitios de atuagdo das
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proteases, muitas vezes ndo € sabido se tais locais estardo acessiveis a elas apds o
enovelamento ou oligomerizacao da proteina. Testes com diferentes proteases, em
variadas concentragcdes e tempos de incubacdao sdo necessarios. Desse modo
ensaios de protedlises foram realizados na proteina SELA-2 na tentativa de remover
regides flexiveis localizadas externamente a sua estrutura homodecamérica. Para

isso, duas metodologias foram utilizadas:

- metodologia A, em que a proteina de interesse é incubada com a protease,
seguida pela inativagcdo da reacdo de protedlise por inibidores de protease,
purificagdo utilizando uma coluna de gel filtracdo (Superdex 200), concentracao,
incubacdo (ou ndo) com o tRNA ligante e preparagdo das gotas de cristalizagao®’;

- metodologia B, em que a proteina de interesse € incubada (ou ndo) com o
tRNA ligante, seguida pela incubacdo com a protease e preparacado das gotas de

cristalizagao®® ¥.

A principal diferenga entre as duas metodologias é a auséncia/presenga do
tRNA durante a incubacdo com a protease, que pode resultar na diferente atuacao
da protease decorrente de alguns sitios reconhecidos pela mesma estarem
encobertos pelo tRNA ou ainda de organizacbes estruturais diferentes assumida
pela proteina quando na presenca da molécula ligante. Segundo os autores do
trabalho, para a segunda metodologia a preparagdo das gotas de cristalizacdo na
presenca da protease, ndo deve ser um problema, devido a diminuta quantidade de
protease comparada a proteina em estudo, bem como a sua provavel inativagao

quando misturada as solucdes de cristalizagdo®’.

Dentre as proteases sugeridas e utilizadas, Tripsina e Papaina foram as
enzimas escolhidas para os ensaios de protedlises. A primeira por ser a que

86, 87

demonstrou melhores resultados na literatura , @ segunda por seu tampao de

incubacdo ser muito parecido ao tampao de purificagéo da proteina de interesse®.

Testes iniciais com as duas proteases foram realizados para verificacao de
suas atividades na proteina de interesse. Desse modo, concentracdes crescentes de
proteases (20, 40, 60, 80 e 100 ug/mL) foram incubadas com 200 pug/mL de proteina
SELA-2 por 60 minutos a 25° C.
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A digestdo com a protease Tripsina resultou de indmeros a poucos
fragmentos da proteina SELA-2 decorrentes do aumento da concentragdo de
protease. E possivel observar a presenca da proteina SELA-2 sem digestdo a 20 e
40 ug/mL de protease e uma grande digestdo ap6s 80 ug/mL. Desse modo
escolheu-se a concentragdo 60 ug/mL de Tripsina para os ensaios pré-cristalizacao
(figura 3.17 — A).

A digestdo com a protease Papaina resultou na degradacéo total da proteina
SELA-2, independente de sua concentracao (figura ndo mostrada). Desse modo, o
tempo de incubacao foi reduzido para 20 minutos e apesar da presenca da proteina
SELA-2 sem digestao na concentracdo de 20 ug/mL a presenca de um grande
arrasto de fragmentos de proteinas ao longo das concentracbes de protease,
desqualificaram a utilizacao dessa protease nos ensaios pré-cristalizagao (figura
3.17 - B).
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Figura 3. 17 - Andlise em SDS-PAGE dos ensaios de protease para proteina SELA-2. Em A-
incubagdo com Tripsina — 60 min/25° C; Em B- incubagdo com Papaina — 20
min/25° C. Coluna 1- padrdo de massa molecular; coluna 2- proteina SELA-2
controle; colunas 3 a 7- proteina SELA-2 incubada em concentragdes crescentes
de protease 20, 40, 60, 80,100 ug/mL respectivamente. A seta negra indica
respectivamente a protease Tripsina 23 kDa e Papaina 23,8 kDa.

Ensaios de cristalizacao ap6s protedlise da proteina SELA-2 (na auséncia e
presenca do tRNA) foram realizados segundo a metodologia A, para as condi¢des L,
M e N (tabela 3.13 — L e tabela 3.14 — M e N). Variacbes nas concentracdes do
agente precipitante (1,0 a 2,0 M de NaCl) e do pH (pH 6,5 e 7,0) para a condi¢cao N
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resultou em um Unico cristal para as concentracées do agente precipitante de 1,6 e
2,0 M, ambos a pH 6,5, sem formacao de cristais para as demais condigbes. As
formas dos cristais foram semelhantes aos cristais obtidos anteriormente a
protedlise, com padrao de difracdo ruim quando exposto aos raios-X no difrator do
IFSC, para o cristal obtido na concentracao de 2,0 M. O cristal com concentracéo de
1,6 M (figura 3.13 — T) apresentou padrdo de difracdo com baixa resolugdo, mas
com “spots” bons, semelhantes ao melhor padrdo obtidos para proteina SELA1-
tRNA ambos congelados em solugéo crio-protetora 20% etilenoglicol (tabela 3.14 —
N e figura 3.13 —S). Enquanto para o cristal S apenas trés imagens foram coletadas,
para o cristal T um conjunto de dados com 130 imagens foi coletado na tentativa de
indexar as imagens e determinar seu grupo espacial e parametros de cela (figura
3.18 e tabela 3.15).

Resolution: 8.171}

Figura 3. 18 - Padr&o de difracéo para a proteina SELA-tRNA**°. Em A- melhor padréo de difragcdo
para proteina SELA1-tRNA** congelada em solugéao crio-protetora 20% etilenoglicol,
em B- proteina SELA2-tRNA®* digerida com protease Tripisina pela metodologia A,
descrita no texto. Ambas cristalizadas conforme descrito na tabela 3.14 N (com
variagcao do agente precipitante para 1.6M para SELA2-tRNA) e visualizados na figura
3.13-SeT.
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Tabela 3. 15 - Informacdes sobre as condigbes de cristalizagdo e andlises dos padrdes de difracdes
obtidos para a proteina Selenocisteina Sintase ligada ao seu tRNA.

SELA : tRNA nativa SELA : tRNA apds protedlise
Proteina: tRNA®*° estequiometria 1:12 1:12
(razao molar)
Concentracoes Inicial (mg/mL)
Proteina
Selenocisteina Sintase 5,0 5,0
tRNA
Selenocisteina — tRNA®*° 3,8 3,8
Condicao de cristalizacao
Tampao 0,1 M MES pH 6,5 0,1 M MES pH 6,5
Sal 0,1 M Fosfato de Sodio, 0,1 M Fosfato de Sodio,
0,1 M Fosfato de Potéssio 0,1 M Fosfato de Potassio
Agente precipitante 2,0 M Cloreto de Sédio 1,6 M Cloreto de Sédio
Agente crio-protetor 20% Etilenoglicol 20% Etilenoglicol
Acao de protease Tripsina
Grupo espacial P3 (hP) P3 (hP)
B =90 B=90
y=120 y=120

Dimensdes da cela (A) a=2749 a=2752

b =274,9 b=275,2

c =498,7 c =486,2
Limites da difracdo (A) 9,33 -28 9,17 — 28

Massa molecular monomérica da proteina Selenocisteina Sintase (SELA) = 50667 Da;
Massa molecular do Selenocisteina — tRNA®*° (tRNA**°) = 31000 Da

Devido aos baixissimos rendimentos de proteinas resultantes da protedlise
pela metodologia A, teve inicio a metodologia B em larga escala com a utilizagdo do
rob6 de cristalizagao, repetindo os fatoriais de cristalizacao (tabela 3.12), com a
proteina SELA-2 e a mesma ligada ao tRNA®*°. Resultante desses fatoriais, 35
cristais foram obtidos para proteina ligada ao tRNA, apenas alguns cristais na
auséncia do ligante, infelizmente todos cristais de sais.

Outra abordagem realizada foi a delecéo de regides na proteina SELA através
de técnicas de biologia molecular. A partir do artigo de protedlise®, observou-se que

na grande maioria das proteinas que nao cristalizavam ou apresentavam padroes de
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difracdo ruim ou mesmo ausente, apds a protedlise de sequéncias flexiveis,
principalmente localizadas em seu N-terminal, resultavam em cristalizagcbes com
padrdes de difracées entre 1,7 — 2,8 A, onde antes ndo havia cristais ou seus
padrées de difracdo eram de baixa resolucao.

Analises na proteina SELA através do modelo cristalogréafico obtido da SELA
de arqueobactéria M. jannaschii (figura 3.6), mostraram uma grande regiao flexivel
em sua extremidade N-terminal e outras duas regides flexiveis ao longo da estrutura
(figura 3.19). Oligonucleotideos foram sintetizados para amplificagdo e clonagem
dos genes SelA com a remocéao dessas regides flexiveis (tabela 3.16), denominadas
de: SelA-mut_nTerm (delecao do N-terminal — residuo 1 a 61 figura 3.19 — B); SelA-
mut_alc2 (delecao da segunda regiao flexivel — residuo 102 a 108 figura 3.19 - C) e
SelA-mut_alc3 (delecao da terceira regiao flexivel — residuo 139 a 150 figura 3.19 —
D). Essas delegbes sdo colocadas como uma possibilidade a serem realizadas com
cautela, pois decorrem de andlises de sobreposi¢do entre a estrutura modelada de
bactéria e o modelo cristalografico de arqueobactéria (figura 3.19 — A) e o
alinhamento entre a sequéncia de E. coli e M. jannaschii demonstra falta de
alinhamento para essas regides (figura 3.5). Porém, quando analisadas pela
coloracao resultante da conservagéo sequéncial de residuos (figura 3.7) as mesmas
resultam de baixa ou nenhuma conservacdo, indicando a possibilidade para
mutacdo ou mesmo delecdo dessas regides.
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Figura 3. 19 - Andlises das regides flexiveis do modelo para proteina SELA de E. coli (colorido)
sobreposto ao modelo cristalografico de SELA de M. jannaschii (prateado). Em A-
sobreposigéo dos dois modelos; B- evidenciando a regido flexivel para o N-Terminal
(nTerm); C- evidenciando a regiao flexivel para a segunda alga (alc2); D-
evidenciando a regido flexivel para a terceira alga (alc3).

Nas sequéncias dos oligonucleotideos € possivel observar em verde uma
pequena sequéncia amplificada que sera removida, porém importante para a
ancoragem da enzima de restricdo, em vermelho o sitio de restricdo para cada uma
das construcoes e o grifo negro em baixo da trinca de nucleotideos indicando o
inicio da fase de leitura para a delegdo do N-terminal (SelA-mut_nTerm), bem como
a juncao para as delegdes internas (SelA-mut_alc2 e SelA-mut_alc 3) (tabela 3.16).
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Tabela 3. 16 - Oligonucleotideos sintetizado para as delegdes das regides flexiveis encontrados na
sequéncia da proteina SELA. Em verde é mostrado uma pequena sequéncia
utilizada para ancoragem pelas enzimas de restricdo e que sera eliminada apos
digestdo, em vermelho os sitios paras enzimas Nde | e Hind lll (SelA-mut_nTerm),
Bgl 1l (SelA-mut_alc2) e Hind 11l (SelA-mut_alc3) e o grifo negro abaixo da trinca de
nucleotideos indica a fase de leitura para as respectivas delecoes.

SelA-mut_nTerm
Oligonucleotideo sense

5- ACT GTA TCA TAT GGA AAA CTG GGC GCA AGA AGT CGATGC C -3
Oligonucleotideo antisense

5 [TAG CTA AGC TTT CAT TTC AAC AAC ATC TCC AAA AAC CG -3’

SelA-mut_alc2
Oligonucleotideo sense

5- ACT GTA TAG ATC TGC GCA GGC TAT GCG TTC GCC AGT GAC CCT CGA GTATGA TCT
GGA CG -3

Oligonucleotideo antisense
5- ATA CAG TAG ATC TCG CCT GTA AAG CTC GCC CAA GGT TGG TAT GCA GCA CGG TTC
CCG -3
SelA-mut_alc3

Oligonucleotideo sense

5- ACT GTA TAA GCT TAA TAA CAA TGC GGC GGC GGT GTT ATT GAT GTT GGC GGC CAC
TGC CAG CGG -8

Oligonucleotideo antisense
5- TGA CAT AAA GCT TCA GCA GCT GCG CCA GCG CCC GAT CGC GATGTC CGC G -3

Para a preparacao dos genes mutantes duas estratégias foram escolhidas:

- a delecdo do N-terminal, realizou-se com a amplificacdo da sequéncia do
gene SelA a partir da posicdo 184 de sua sequéncia nucleotidica, eliminando os 61
primeiros aminoacidos quando expressa. Apos sua amplificacdo, o gene mutante foi
clonado no vetor de propagacado PTZ (Fermentas) e subclonado no vetor pET29a
resistente a ampicilina (0 mesmo usado para pET29a-SELA-2) através das enzimas
de restricao Nde | e Hind lll;

- as delecbes das regides alc2 e alc3, por se localizarem internamente ao
gene SelA, sera utilizada uma estratégia modificada da empregada na técnica de
mutacao sitio-dirigida “QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene).
Desse modo, oligonucleotideos localizados nas extremidades da regido que se

deseja remover, portando sitios para uma mesma enzima de restricdo em suas
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extremidades 5’, serdo utilizados ndo apenas para amplificar a regido que se deseja
do gene como todo o vetor plasmideal. Em nosso experimento foram escolhidas as
enzimas Bgl Il e Hind lll respectivamente para as delecdes alc2 e alc3. Apds a
reacdo de amplificacdo, suas extremidades sao digeridas pela enzima
correspondente e posteriormente ligadas obedecendo a complementaridade de

bases resultante da digestao e refazendo a fase de leitura do gene (figura 3.20)
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Figura 3. 20 - Figura ilustrativa dos plasmideos pET29a contendo o gene SelA de E. coli e 0 mesmo
plasmideo mostrando as trés regides deletadas. Em A- plasmideo pET29a-SelA inteiro;
B- plasmideo pET29a-SelA com a regido N-Terminal, alc2 e alc3 deletadas
respectivamente em marrom, vermelho e verde.

O gene SelA-mut_nTerm, contendo a delecdo dos primeiros 183 pb, foi
amplificado por PCR a partir do DNA plasmideal pET29a-SELA-2. O fragmento
amplificado de 1209 pb (figura 3.21 - A) foi purificado de gel de agarose 1% (Wizard
SV Gel and PCR Clean Up System - Promega), clonado no vetor de propagacao
PTZ (Fermentas) e transformado em cepa bacteriana E. coli DH5-a competente. As
buscas por colbnias recombinantes, através de PCR de colbnia utilizando
oligonucleotideos comerciais para o vetor PTZ resultaram em cinco coldnias
positivas (figura 3.21 - B). As colbnias positivas foram sequénciadas (MegaBACE-
1000 - GE Healthcare ) no IFSC para verificacdo da delecao e fase de leitura do

gene.
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Figura 3. 21 - Amplificacdo do gene SelA-mut_nTerm e busca por plasmideos recombinantes (PTZ-
SelA-mut_nTerm) pela técnica de PCR de colbnia visualizado em gel de agarose1% -
TAE [1X] corado com brometo de etideo. Em A- coluna 1- padrao molecular “1Kb plus
DNA ladder”; coluna 2- amplificacdo do gene SelA-mut_nTerm (1209 pb); coluna 3-
amplificagéo controle do gene SelA (1392 pb). Em B- coluna 1- padrao molecular
“1Kb plus DNA ladder”; coluna 2, 4, 7, 8, 9- colonias 12, 14, 17, 18, 19 PTZ-SelA-
mut_nTerm positivas respectivamente (amplificacdo do gene de interesse e parte da
regidao de multipla-cloangem do vetor PTZ totalizando aproximadamente 1500 pb);
coluna 10- controle negativo (amplificagcdo da regido de mudltipla-cloangem do vetor
PTZ de aproximadamente 300 pb); coluna 3, 5, 6- nenhuma amplificagdo ocorreu.

O gene SelA-mut_nTerm clonado no vetor pTZ foi digerido em suas
extremidades pelas enzimas de restricdo Nde | e Hind Ill, o0 mesmo foi realizado para
o vetor pET29a-SELA-2. Ambos, gene SelA-mut_nTerm e vetor pET29a, foram
purificados de gel de agarose 1% (Wizard SV Gel and PCR Clean Up System -
Promega) ligados e transformado em cepa bacteriana E. coli WL81460(DES3)

competente.

Novamente a busca por colénias positivas foram realizadas por PCR de
colbnia utilizando oligonucleotideos comerciais para o vetor pET29a, resultando em
dez colbnias positivas (figura 3.22). As colbnias 3, 4, 5, 6, 7 e 9 foram escolhidas
para testes de expressdo segundo protocolo estabelecido anteriormente para a
proteina SELA sem delecao.
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Figura 3. 22 - Busca por plasmideos recombinates (pET29a-SelA-mut_nTerm pela técnica de PCR
de coldnia visualizado em gel de agaroese 1% - TAE [1X] corado com brometo de
etideo e testes de expressao das colonias positivas em SDS-PAGE. Em A- coluna
1- padrao molecular “1Kb plus DNA ladder”; coluna 2 a 11- col6nias 1 a 10 pET29a-
SelA-mut_nTerm positiva (amplificacdo do gene de interes e parte da regido de
multipla-clonagem do vetor pET29a, totalizando 1407 pb); coluna 12- controle
positivo (amplificacdo do gene SelA inteiro e parte da regido de mdltipla-clonagem,
totalizando 1585 pb).

Ensaios de expressao, purificacdo e cristalizacao utilizando a nova construcao
pET29a-SelA-mut_nTerm ainda n&o foram realizados, assim como as constru¢des
para as delecdes internas pET29a-SelA-mut_alc2 e pET29a-SelA-mut_alc3, ficando

assim disponiveis para estudos futuros.

Uma abordagem menos agressiva comparada as delecoes de fragmentos ao
longo do gene de interesse, sdo as mutacgdes sitio-dirigidas, em que residuos de
aminoacidos sao substituidos por outros através de amplificacbes por PCR
utilizando oligonucleotideos especificos para a regido que se deseja mutar no

gene®.

Novamente esbarramos no problema da identificacdo dos aminoacidos a
serem mutados decorrente ao problema que desejamos estudar, seja ele, a
identificacdo do sitio ativo, problemas de solubilidade, residuos responsaveis pela
oligomerizacdo da estrutura, obtengdo de cristais, melhoria em seus padrdes de
difracdo dentre outros. O foco das mutagdes sitio-dirigidas em nosso estudo € a

obtencao de cristais € melhoria em seus padrbes de difracdes.

Para analises dos residuos a serem mutados foi utilizado o servidor “Surface
Entropy Reduction Prediction Server” (SERp)®® (http:/nihserver.mbi.ucla.edu/SER/
intro.php), que procura identificar os melhores sitios para serem mutados visando

otimizar a cristalizacdo da proteina em estudo. Tendo em vista que as proteinas
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possuem em sua superficie uma somatéria alta de entropia devido as suas cadeias
laterais longas, flexiveis e polares capazes de impedirem interagcdes moleculares

que resultem na organizagao cristalina, que deve possuir baixa entropia.

O SERp analisa a superficie exposta da proteina em estudo, substituindo os
residuos com alta entropia pelo residuo Alanina, que possui baixo valor de entropia.
Dessa forma, a partir da sequencia de aminoacidos da proteina alvo o programa

analisa:

- a predicdo secundaria da estrutura, buscando por regides em “coil” que
preferencialmente séao tidas como boas regides para mutacado por tenderem a estar
expostas ao solvente;

- o perfil de entropia, em que os valores de entropia da cadeia lateral para
todos os residuos da proteina alvo sdo normalizados ao valor do residuo com maior
entropia (Glutamina). Assim, regiées com alta entropia sédo consideradas boas para

mutacao;

- alinhamento em bancos de sequéncias, buscando regides conservadas
(desfavoraveis, mas nao excludentes para mutagdes) e regides nao conservadas
possiveis de serem mutadas. Também realiza o alinhamento com o residuo mutado
(Alanina) das regides propostas, promovendo maior confiabilidade a indicagdo de

mutacao.

Cada andlise gera uma pontuacao (positiva ou negativa) para cada residuo na
sequéncia que combinados identificam o residuo mais favoravel para a mutagéo.

Regides com pontuagdes mais altas sdo mais favoraveis a serem mutadas.

Apos a identificacdo o servidor informa uma lista dos residuos a serem
mutados com suas respectivas posicoes e pontuacdes. Candidatos ideais para
mutacoes sao residuos nao-conservados, com alta entropia expostos a superficie da

proteina (bons candidatos possuem pontuacao superior a 3).

As analises para a proteina SELA encontraram trés grupos candidatos a
mutacao (tabela 3.17), em que é sugerida a mutacdo dos residuos destacados em
verde para o aminoacido Alanina. E possivel observar pelos dados fornecidos na

tabela que os aminoacidos sugeridos para serem mutados possuiam altos valores
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de entropia e baixos valores de conservacao quando submetidos a alinhamentos
multiplos para essa regido e que esse valor sdo mantido apds a substituicao para

Alanina.

Tabela 3. 17 - Grupos candidatos a mutacgao sitio-dirigida analisados pelo servidor “Surface Entropy
Reduction Prediction Server” (SERp)®®. Residuos propostos a mutagdo sdo destacados
em verde; residuos possiveis de mutagdo e com alta entropia sdo destacados em azul;
residuos com baixa entropia sdo destacados em amarelo; demais residuos ndo sao

destacados (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SER/ intro.php).

Grupo 1
Residuos: KEAQSA

SERp pontuacdo: 4,96 Entropia Alinhamento Alinhamento

® Extensdo do grupo: 74 - 79 Residuo pré-mutacéo pds-mutacéo
® Extensdo proposta: 74 - 77
® Mutacées: 3 74: K 0,818 0,087 0,128
e AA mutavel: K, E, Q 75: E 0,624 0,024 0,046
® AAalvo: A 76: A 0,612 0,123 0,123
77: Q 0,532 0,144 0,081
78:S 0,532 0,105 0,032
79: A 0,263 0,115 0,115
Grupo 2
Residuos: KE

® SERp pontuagéo: 4.96
® Extens&o do grupo: 274 - 275 Residuo Entropia Ali’nhamen~t0 A!inhamenEo
e Extensdo proposta: 274 - 275 pre-mutacao pos-mutacao
® Mutagles: 2 274: K 0,624 0,119 0,170
* AAmutavel: K, E 275:E 0,624 0,665 0,006
® AAalvo: A

Grupo 3

Residuos: EALSEK

. A .

SERp riontuagao. 4_'35 Residuo ENtropia Alinhamento Alinhamento
® Extens&o do grupo: 345 - 350 pré-mutacdo pés-mutacio
® Extensdo proposta: 349 - 350
) Mutag(’jes: 2 345: E 0,291 0,31 6 0,01 7
e AA mutavel: K, E 346: A 0,342 0,057 0,057
® AAalvo: A 347: L 0,263 0,224 0,166

348: S 0,554 0,093 0,080
349: E 0,836 0,333 0,026
350: K 0,676 0,121 0,012

SERp pontuagdo- pontuagdo total calculada pelo servidor para a extensdo a ser mutada; AA- aminodcido;
Entropia- entropia média da cadeia lateral para trés residuos; Alinhamento pré/pés mutagdo- valores de
conservacgao para alinhamento do residuo pré/pés mutacéao.
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Para a realizacdo das mutacbes sitio-dirigidas serdao utilizados longos
oligonucleotideos complementares, contendo internamente a regido a ser mutada e
em suas extremidades sequéncias complementares ao gene de interesse (tabela
3.18). Desse modo, ocorrera a hibridagéo junto ao DNA molde (regido do gene que
se deseja a mutacao) e amplificacdo de todo o gene e vetor plamideal, conforme

especificacoes de “QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit” (Stratagene).

Infelizmente ndao houve tempo habil para realizacdo das mutagdes sitio-
dirigidas de modo que essa parte do trabalho fica disponivel para estudos futuros.

Tabela 3. 18 - Oligonucleotideos sintetizado para as mutagoes sitio-dirigidas na sequencia génica
da proteina SELA. Em vermelho localizam-se os nucleotideos mutados, o grifo
negro indica o cédon responsavel pela tradugcdo em Alanina e os demais
nucleotideos seguem a sequéncia nativa do gene para hibridacdo e extensao da
reacdo de amplificagéo.

SelA2_mut_74-79
Oligonucleotideo sense

5- GCG CAA GAA GTC GAT GCC CGG TTG ACG GCA GCA GCG GCG AGC GCG CTG CGT
CCG -

Oligonucleotideo antisense

5- CGG ACG CAG CGC GCT CGC CGC IGC TGC CGT CAA CCG GGC ATC GACTTC TTG
CGC -3’

SelA2_mut_274-275
Oligonucleotideo sense
5- CGA TCT TAG CCA GTA CGG TTT GCC GGC AGC GCC AAT GCC GCA GGA GTT GAT TGC G -3

Oligonucleotideo antisense
5- CGC AAT CAA CTC CTG CGG CAT TGG CGC TGC CGG CAA ACC GTA CTG GCT AAGATC G -8

SelA2_mut_349-350
Oligonucleotideo sense
5-C CCT GCA GCT CTG AGT GCA GCATTACCG ACC CTG CGC CTG CTT ACC CGC -3

Oligonucleotideo antisense
5- GCG GGT AAG CAG GCG CAG GGT CGG TAATGC TGC ACT CAG AGC TGC AGG G -3
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CAPITULO 4

4 DISCUSSAO

Desde sua caracterizagdo em 19912* % apenas um estudo estrutural para a
proteina Selenocisteina Sintase (SELA) de Escherichia coli, foi publicado utilizando-
se da técnica de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)*. Mais
recentemente, em 2005, uma proteina putativa homébloga de arqueobactéria
(Methanococcus jannaschii) com 30% de identidade foi identificada e teve sua

estrutura cristalografica resolvida®.

Com o desenvolvimento de um novo protocolo de purificacdo®!, aumentando
em 15 vezes o rendimento da proteina SELA purificada e a utilizacdo do “kit
Megashortscript — Ambion” desenvolvido para transcricdo de pequenas sequéncias
de RNA, foi possivel a experimentacao estrutural da proteina SELA bem como da
mesma ligada ao tRNA®®° tanto pelas técnicas de Espalhamento de Raios-X a
Baixos Angulos (SAXS), como de ensaios de cristalizagdo para Difracdo de Raios-X
de monocristais (Cristalografica).

Os estudos de SAXS, realizados em colaboragdo com a Profa. Dra. iris L.
Torriane (LNLS) e Prof. Dr. Cristiano L. P. Oliveira (IF-USP), a partir de informacdes
disponiveis no trabalho de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM)*® guiaram
a imposicdo da simetria em P52, possibilitando a determinacao dos envelopes da
proteina SELA e SELA-tRNA (figura 3.11 — A e B). E nitida a diferenca encontrada
quando se compara os dois envelopes obtidos, visualizados pela sobreposicdo dos
mesmos (figura 3.11 — C). E possivel observar uma protuberancia no centro de cada
uma das subunidades diméricas, indicando possivelmente o local de ligacdo da
molécula do tRNA®*. Quando visualizado a lateral da molécula SELA-tRNA (figura

3.11 e 3.12 — B) é possivel observar um dos cinco orificios que se repetem ao longo
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da molécula e que nado so visualizados na proteina sem o tRNA (figura 3.11 e 3.12
— A). Também € possivel observar uma acentuada tor¢cao das cinco extremidades e
cinco pequenas protuberancias no interior do orificio central, decorrentes de
modificacées conformacionais resultantes da presenca do tRNA ou mesmo do
proprio tRNA (figura 3.12). A partir das curvas de espalhamentos parametros
estruturais como dimensdo méxima (Dmax), raio de giro (Rg) e massa molecular (MM)
foram determinados e seus valores podem ser comparados aos obtidos previamente
por TEM (tabela 3.11). Os valores de massa molecular obtido a partir dos dados
experimentais estdo proximos aos calculados teoricamente e as dimensdes do
orificio central e da subunidade dimérica foram obtidos a partir dos PDBs gerados

por SAXS e analisados no programa Pymol®

. Assim como os dados obtidos por
TEM* e por experimentos de Fluorescéncia, realizados pela doutoranda Livia
Regina Manzine também envolvida nos estudos da via de Selenociteina do grupo
IFSC — USP, os dados de SAXS indicaram que a proteina homodecamérica SELA é

capaz de ligar-se a cinco moléculas de tRNA, um tRNA por dimero da proteina.

Os ensaios de cristalizacao para a proteina SELA na forma apo e ligada ao
tRNA foram realizados a partir da proteina expressa tanto em cepas de E. coli
BL21(DE3) como WL81460(DE3) deficiente para o gene selC (clonagem realizada
pela doutoranda Livia Regina Manzine). Os ensaios de cristalizacao utilizaram a
técnica de difusdo de vapor por gota suspensa em sua grande maioria, sendo
posteriormente a aquisicdo do robd de cristalizacdo “Honeybee 939" (Genomic
Solution) substituido pela técnica de difusdo de vapor por gota depositada.
Entretanto, todas as condicdes de refinamento foram realizadas manualmente por
gota suspensa. Os cristais obtidos da proteina ligada ao tRNA resultaram em
padroes de difracoes melhores comparados a proteina sem ligante (tabela 3.13 e
3.14) e (figura 3.15), desse modo foi dado prioridade a condicdo de cristalizacdo da
proteina SELA-tRNA obtida na condicdo N (tabela 3.14) e inumeros testes para

tentar melhorar seu padrao de difragdo foram realizados conforme descrito a seguir:

- rapida formacao dos cristais (aproximadamente 15 horas). Desse modo a
adicao de 6leos sobre a solucido de pogo, na tentativa de diminuir a velocidade de
difusdo na gota e assim melhorar a organizacao interna durante a formacao dos

cristais;
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- auséncia total de difracao apds 19 dias de vida do cristal. Estabelecendo seu

congelamento apds dois dias da preparacao da gota de cristalizagao;

- congelamento dos cristais em solucdes crio — protetoras (preparo da solucao
mae de cristalizagdo com glicerol ou elilenoglicol 20% - concentracédo final). A

solucao crio — protetora com etilenoglicol foi mais eficaz;

- congelamento dos cristais através de passagens sucessivas por solugoes
crio — protetoras com concentragdes crescente do agente crio — protetor (5 a 25% de
glicerol ou etilenoglicol). Os resultados foram similares ao banho do cristal
diretamente em solucéo crio — protetora 20%;

- preparacao da cristalizagdo ja em solucao crio — protetora (5 a 25% de
glicerol, etilenoglicol, PEG 200, PEG 400 ou PEG 500), na tentativa de evitar
desarranjos estruturais do cristal quando o mesmo é banhado na solugédo crio —
protetora. Nessa abordagem os cristais apresentaram poucas nucleagbes com

cristais maiores nas concentragdes de 16, 18 e 22% de glicerol;

- variacées na concentracado da proteina (3 a 9 mg/mL) e estequiometria do
tRNA ligante (1 proteina : 5; 7,5; 12; 16; 20). Observando que concentragdes
inferiores a 4 mg/mL n&o resultavam em cristais, concentracées acima de 5 mg/mL
os cristais obtidos possuiam padrdes de difracoes semelhantes estabelecendo a
concentracdo de 5mg/mL como padrdo para os ensaios de cristalizacdo. Com
relacdo a estequiometria obteve-se cristais até a relagdo 1 proteina : 12 tRNA,
relacdes maiores nao resultavam em cristais. Como cristais na auséncia do tRNA e
que nao apresentavam difracdo, semelhantes a condi¢cdo N, foram obtidos (tabela
3.13 — L) estabeleceu-se a relagdo 1 proteina : 12 tRNA de modo que os possiveis

dez sitios de ligacdo ao tRNA fossem supridos pela molécula ligante;

- adicao de 96 aditivos (Additive Screen HR2-428 — Hampton Research) na
gota de cristalizacao previamente a formacao do cristal. Um total de 35 condi¢des
aditivadas resultaram em cristais com forma semelhante a do cristal nativo. Dentre
esses cristais alguns nao apresentaram padrao de difracdo e os que apresentaram

resultaram em resolucdo superior a 10 A e “spots” mal definidos.

Infelizmente as abordagens acima realizadas para obtencao de cristais que
apresentassem melhores resolucdes de difracao falharam. Desse modo trés novas
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abordagens pdés - cristalizacdo como “annealing”, desidratacédo e “seeding” foram
realizadas. Na técnica de “annealing” ocorreu uma piora até a auséncia total de
difracdo. Os cristais que foram desidratados resistiram bem as sucessivas
passagens pelo gradiente crescente de concentracdo do agente precipitante, nao
apresentando danos visiveis como rachaduras, quebras ou mesmo dissolucdo do
cristal, porém nenhum ganho na resolucao do padrao de difracao foi obtido. Por fim,
a metodologia de “microseeding” foi aplicada com a obtencéo de cristais crescidos

das “sementes” “semeadas” na gota de cristalizacdo (figura 3.13 — R), mas sem

ganhos na resolu¢ao do padrao de difracao.

Finalizando os estudos de cristalizacdo da proteina SELA, abordagens como
0 uso de proteases, delecoes de regides especificas e mutacdes sitio-dirigida foram
iniciadas. Apds a escolha da protease, Tripsina, duas metodologias foram abordadas
(digestéao prévia a interacdo com o tRNA e digestdo apés interacdo com tRNA), em
que a primeira apresentou cristais semelhantes ao cristal nativo, com padrbées de
difracbes comparaveis ao melhor padrao de difracdo obtido pela proteina SELA-
tRNA (figura 3.18). O que sugere que a protease agiu na proteina foi o retardo na
eluicdo da proteina apds a cromatografia por exclusdo de tamanho e a cristalizacao
de um unico cristal em concentracbes de 1,6 e 2,0 de agente precipitante,
comportamentos completamente atipicos as condi¢cdes previamente estabelecidas
com a proteina nativa. Os padroes obtidos até o momento permitiram a
determinacao do grupo espacial e parametros de cela para a proteina SELA ligada
ao tRNA (tabela 3.15). As delecbes de regides flexiveis especificas foram
identificadas apds analise comparativas entre o modelo gerado para SELA de E. coli
e a estrutura cristalografica de M. jannaschii. Nesse modelo foram observadas trés
regides flexiveis: SelA-mut_nTerm (delecdo do N-terminal — residuo 1 a 61); SelA-
mut_alc2 (delecao da segunda regido flexivel — residuo 102 a 108) e SelA-mut_alc3
(delecao da terceira regiao flexivel — residuo 139 a 150) (figura 3.19). Novamente é
ressaltado, que essa abordagem é colocada como uma possibilidade para cristalizar
a proteina SELA, porém, deve ser vista com cautela, pois decorrem de regides com
auséncia de alinhamento entre as sequéncias. Até o momento foram realizadas a
amplificacéo e clonagem do gene SELA com a delecao para a regido codificante ao
N-terminal (SelA-mut_nTerm). A confirmagdo da delegao e fase aberta de leitura
foram obtidas por sequiienciamentos realizados em nosso laboratério sendo o
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préximo passo a verificagcdo da expressao de forma soluvel da proteina mutante.
Complementando as delecbes especificas, uma abordagem menos agressiva € a
mutacao sitio-dirigida, obtida a partir de anadlises in silico da sequéncia de
aminoacidos da proteina alvo pelo programa “Surface Entropy Reduction Prediction
Server” (SERp)®. Essa anélise encontrou trés grupos candidatos a mutacao (tabela
3.17), em que os residuos alvos sado substituidos pelo residuo Alanina, que possui
baixos valor de entropia. Até 0 momento apenas as analises de quais residuos sao
sugeridos serem mutados e a sintese dos oligonucleotideos foram realizados.

Paralelamente aos estudos realizados no laboratério, analises computacionais
de modelagem, conservacao e acoplamento estatisticos para a proteina SELA foram
realizados com auxilio do Dr. Humberto d’Muniz Pereira, Dr. Lucas Bleicher e Mestre
José Fernando Ruggiero Bachega. O modelo realizado para a proteina SELA de E.
coli foi obtido a partir do alinhamento com a estrutura cristalografica putativa da
proteina SELA de M. jannaschii. Apesar da baixa identidade (30%) entre as duas
sequéncias, o programa MODELLER® foi capaz de gerar um bom modelo (figura
3.6), que foi avaliado pelo servidor PROCHECK quanto a distribuicdo dos residuos
no diagrama de Ramachandran (figura 3.4) e (tabela 3.1). A construcdo desse
modelo foi importante para os estudos de conservagcdo e acoplamento estatistico,
bem como para o planejamento das delecoes de regides flexiveis especificas. A
identificacdo dos residuos mais conservados e dos residuos que possuissem
correlacao entre si, foi possivel a partir do alinhamento multiplo de 237 sequéncias.
Como resultados, um gradiente de conservacao dos residuos pode ser observado
na figura 3.7, com o interior da estrutura apresentando residuos mais conservados e
tanto o N como o C terminal quase completamente sem conservacao. Também é
possivel observar a presenca do residuo Lisina (K-295) ligante ao cofator PLP, o
residuo Asparagina (N-85) com alto grau de conservacao e os residuos Histidina (H-
92) e Glutamina (Q-301) com grau menor de conservagao, porém, todos localizados
préximos ao sitio ativo. Com o intuito de identificar residuos correlacionados entre si
e que possam desempenhar fungdes na oligomerizacdo da proteina SELA ou
ligacdo da mesma a molécula de tRNA, estudos de acoplamento estatisticos foram
realizados. Sete grupos destacando o respectivo residuo, sua posicdo e a
classificacdo quanto a caracteristica de sua cadeia lateral foram reunidos na tabela
3.9 e projetados no modelo da proteina SELA (figura 3.8), para melhor visualizacdo
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da localizagdo dos dados residuos. Dentre os resultados obtidos, o grupo 3 chamou
atencao devido aos residuos presentes nesse grupo apresentarem-se menos de
30% do total de sequéncias, entretanto com correlacbes superiores a 80%. Um
comportamento que sugere um favorecimento a conservagdo simultdnea desses
residuos ao longo da evolugdo. Também é observado nesse grupo um forte
comportamento de anti-correlacdo ao grupo 6. Infelizmente, ainda n&o foi
encontrado nenhuma relacdo que pudesse identificar residuos relacionados a
oligomerizacdo ou a regido ligante ao tRNA. Ainda s&o necessarias mais
informacdes estruturais para a proteina SELA.

4.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Dando continuidade aos experimentos iniciados durante esse projeto de
doutorado, serdao abordados:

Delecoes de regioes especificas — realizagdo dos testes de solubilidade,
purificacdo e novas triagens de cristalizacdo para a delecdo N-terminal (SelA-
mut_nTerm), bem como, a amplificagdo, clonagem, testes de solubilidade,
purificacdo e triagens de cristalizacao para as delegbes internas SelA-mut_alc2 e
SelA-mut_alc3 da proteina Selenocisteina Sintase (SELA);

Mutacao sitio-dirigida — amplificacdo do vetor contendo o gene selA, a partir
de oligonucleotideos portando respectivamente as trés mutacbes sitio-dirigidas:
selA2 _mut_74-79; selA2_mut_274-275 e selA2 _mut_349-350. Posteriormente a
transformacao em cepas competentes, testes de solubilidade, purificacao e triagens

por novas condigcdes de cristalizagcao serao realizados para as trés formas mutantes;
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Coleta de dados no ESRF - coleta de dados de difragcdo de raios — X dos
cristais da proteina SELA-tRNA (tabela 3.14 — N e figura 3.13 — N) pelo Dr.
Humberto d’Muniz Pereira no “European Synchrotron Radiation Facility” (ESRF) em
Grenoble — Franca (setembro de 2010).
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