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RESUMO

A RNA helicase 35 (NtRh35 ou NtDDX35) foi identificada como uma parceira de
interagdo da proteina SCI1 (Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1), a qual é descrita estar envolvida
na regulacdo e proliferagdo de células do meristema floral de Nicotiana tabacum (tabaco). Este
trabalho teve o foco voltado a otimizar a producao da NtRh35 e também de sua parceira NtSCI1
em E. coli, de forma estavel, a fim de viabilizar a realizacdo de estudos biofisicos e estruturais.
Entre esses, estudos para avaliar seu estado oligomérico, utilizando SEC-MALS, e sua estrutura
secundaria por Dicroismo Circular foram realizados. Além disso, a técnica de termoforese em
microescala (MST) e de fluorescéncia intrinseca foram testadas na tentativa de determinar a
ligacdo de ATP e de RNA. Analises in silico foram usadas para gerar modelos e determinar
dominios estruturais de ambas proteinas visando definir construgdes para cristalizacdo e co-
cristalizacao. Espera-se com o trabalho, contribuir para a caracterizagdo desta nova RNA helicase

e, assim, permitir validar putativos transcritos-alvos nos quais a NtRh35 atua.

Palavras-chave: Biofisica Molecular; RNA helicase; Biologia Estrutural.

1.

INTRODUCAO

O estudo do desenvolvimento das flores ¢ de suma importancia para o entendimento do
funcionamento de seus 6rgaos sexuais, tendo grande relevancia econdmica, ja que das flores
derivam os frutos, os quais fornecem uma ampla variedade de fontes de alimento. De pistilos da
flor de Nicotiana tabacum, foi identificado o gene SCI1 (Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1) que
apresenta uma alta expressao durante o processo de proliferacao celular antes da diferenciagao
das células do meristema floral. SCI1 tem como funcdo a regulacdo dessa proliferacao,
controlando o inicio e o término do processo de diferenciacdo.! Para um melhor entendimento
do papel da proteina SCI1, a busca de parceiros de interacao foi avaliada através de ensaios de
duplo hibrido e, dentre as potenciais parceiras, foi encontrada a DEAD-box RNA helicase 35
(NtRh35).2

As helicases sdo enzimas dependentes de adenosina trifosfato (ATP) que tem como

principal func@o separar fitas duplas de acido ribonucleico (RNA), 4cido desoxirribonucleico



(DNA) e/ou hibridos DNA-RNA e, com isso, ttm fung¢des durante todo o processo de
metabolismo de 4cidos nucleicos, como na transcri¢do, splicing, replicagdo, entre outros.’
Estruturalmente, as helicases sdo compostas de dois dominios principais mais conservados que
compdem o nucleo helicase onde ocorrem a ligagdo de ATP e do 4cido nucleico a ser desenrolado
(Fig. 1). Estes dominios sdo conhecidos como RecAl e RecA2 (dominio helicase), pela
semelhanga de seu formato com a ATPase RecA, sendo ligados por um linker flexivel. Além
disso, possuem dominios N e C-terminais predominantemente desestruturados que nao sao
conservados e que estao associados a fungdes especificas de cada helicase, como interagdes com

outras proteinas parceiras ou transporte dentro das células.’
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Figura 1 - Representagdo dos principais dominios ¢ motivos conservados em helicases, com indicagdo por cor de
suas principais fungdes. Adaptado de (LEITAO et al., 2015).*

Estruturas de helicases eucaridticas j& foram resolvidas por cristalografia de raios-x e
criomicroscopia eletronica, mas ainda ha aspectos que nio sdo bem entendidos.* Sabe-se que a
ligacdo de ATP ¢ necessaria para que a helicase possa entrar em um estado conformacional
fechado, no qual ambos dominios se aproximem e o acido nucleico se ligue e possa ocorrer a
separacao das fitas (Fig. 2). Com a hidroélise do ATP ocorre o desligamento do acido nucleico e,
assim, a separagdo das fitas duplas ndo é dependente da hidrolise de ATP.>® Sobre essas
mudangas conformacionais, algumas helicases, como a RNA helicase DEAD-Box-19,
apresentam um mecanismo de auto regulagao via estruturagdo de seu N-terminal que, na auséncia
do RNA, ocupa o sitio de ligacio até que a molécula de RNA se ligue.°

Em virtude da gama de funcdes, essas proteinas apresentam multiplas classificagoes,
como a partir do principal ligante (RNA ou DNA) ou pela sua superfamilia, para a qual existem
seis no total (SV 1, 2, 3, 4, 5, 6). As superfamilias 1 e 2 se diferenciam das demais por serem

monomeéricas ao invés de hexameros que se estruturam em um formato distinto de anel. Todas



as helicases eucarioticas estdo contidas nessas duas superfamilias.’> A superfamilia 2 é a maior e
mais diversa das superfamilias, tendo o maior grupo representado pelas RNA helicases DEAD-
box. Tal denominagdo foi dada pela sua preferéncia por RNA e por apresentarem, em seu
dominio RecAl, uma sequéncia conservada Asp-Glu-Ala-Asp (DEAD) no motivo II. Além de
apresentarem a sequéncia DEAD, diferenciam-se das demais helicases por ter um mecanismo
diferente de separacao das fitas duplas: ao invés de translocar pelas fitas, o processo ocorre
localmente, assim elas apresentam uma preferéncia por duplexes com sequéncias menores, em

torno de 12 nucleotideos.’”
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Figura 2 - Mecanismo de ligacdo de helicases com ATP e com écido nucleico de dupla fita. Em um primeiro
momento, ¢ preciso que a proteina se ligue ao RNA para entrar em um estado conformacional fechado. Essa
conformacao ¢ a preferencial para a ligagdo do acido nucleico. Contudo, ha duas possibilidades: haver a hidrolise
do ATP sem o desenrolamento das fitas, e consequente liberag@o da fita dupla no chamado ciclo ocioso; ou haver a
separacdo das fitas e liberagdo da fita separada e hidrdlise do ATP e liberagdo da fita simples, o ciclo ativo. Elaborada
pelo autor utilizando Biorender.

A DEAD-box RNA helicase 35 (NtDDX35 ou NtRh35 ou Rh35), foi identificada através
da interacdo com a proteina SCII, tendo seu nome devido a homologia com a Rh35 de
Arabidopsis thaliana. Até¢ o momento, a NtRh35 nao foi caracterizada, sendo a helicase humana
hDDX41 sua homologa mais estudada, especialmente por seu envolvimento em supressao
tumoral, além de apresentar fun¢des na imunidade inata e um papel no splicing de pré-mRNA,
fazendo parte do spliceossomo humano.” Desta forma, é possivel inferir que a relagdo de NtRh35
e SCI1 possa ser relacionada ao processo de splicing. Para corroborar esta hipdtese, a interagao

dessas proteinas, bem como a caracterizacdo da NtRh35 precisam ser esclarecidas.



MATERIAIS E METODOS

2.1. Analises in silico

A andlise de dominios das proteinas estudadas foi realizada utilizando o servidor
SMART.® Para o alinhamento, foi utilizado o BlastP, dentro da versdo web do Blast, utilizando
a base de dados de organismos modelo e de estruturas depositadas no Protein Data Bank
(PDB).’ Para analise do alinhamento e construcdo de arvore filogenética foi utilizado o
software Jalview.'® Além de analises de identificaco de classes de dominios, foi realizada a
predicao de estruturas nao ordenadas (predicdo de proteina intrinsecamente desordenadas),
utilizando os servigos GlobPlotWS, JRonn, IUPRED e DisemblWS do pacote JABAWS dentro
do Jalview.'! Para a predi¢do de estrutura terciaria, foi utilizado o AlphaFold Server, a versio
web do AlphaFold 3.'* Os parAmetros de massa e absorbancia foram preditos pelo ProtParam

para cada proteina e para o complexo.'?

2.2.  Clonagem, expressao e purificacio

Todos os procedimentos para clonagens, subclonagens e manipulagdo de DNA em
geral foram conduzidos de acordo com as técnicas padrao de clonagem molecular descritas
por Sambrook et al., 2001 e Gibson assembly .'* Modelos gerados pelo AlphaFold 3 foram
usados para definir as construgdes parciais, envolvendo os dominios isolados.!? Os plasmideos
de expressdo para as proteinas integrais (pET28a-NtRH35 e pET28a-SCI1) foram produzidos
e cedidos pela profa. Maria Helena Goldman, da FFCLRP-USP. Células de E. coli Rosetta 2
(DE3) foram transformadas com tais plasmideos (individualmente) e as proteinas
recombinantes His-SCI1 e His-NtRH35 foram expressas em meio LB seletivo, apos inducao
com 0.5 mM IPTG, por 16 horas, a 18 °C. As culturas foram centrifugadas a 6000 xg por 10
minutos. Em seguida, as células foram ressuspensas em tampao A (50 mM Hepes, pH 8.0,
contendo 0.5 M de cloreto de sodio (NaCl), 10% glicerol e 0.5 mM de Tris (2-
carboxietil)fosfina (TCEP) e submetidas a lise celular por meio de um sonicador Fisher
Scientific - Sonic Dismembrator Model 500, operando em 20% da poténcia por 4 minutos,
sendo 15 segundos ativo e 30 segundos em descanso. O extrato resultante foi centrifugado a
20000 xg por 30 minutos a 4 °C. A fragdo soluvel foi aplicada na coluna de afinidade Ni-NTA
superflow (Qiagen). Apds ciclo de lavagem com tampao A contendo 10 mM de imidazol, as

proteinas foram eluidas em 250 mM imidazol no mesmo tampao. As aliquotas obtidas foram



analisadas por SDS-PAGE 12%. As fragdes que continham as proteinas de interesse foram
submetidas a cromatografia de exclusao molecular em coluna Superdex 200 (10/300 GL, GE
Healthcare), em sistema AKTA Purifier (Cytiva). Para o complexo, as culturas referentes a
expressao de cada proteina foram combinadas e centrifugadas a 6000 xg por 10 minutos, antes

de serem purificadas em coluna de afinidade, sob as mesmas condi¢des descritas acima.

2.3.  Andlise de estado oligomérico

Para andlise via espalhamento de luz multiangular (SEC-MALS), as aliquotas das
proteinas purificadas foram analisadas, a fim de determinar o estado oligomérico de cada uma
das amostras. O equipamento utilizado para o procedimento foi um detector de espalhamento
miniDAWN TREOS e um refratometro Optilab T-rEX, ambos devidamente acoplados a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Waters 2695, Separations Module.
Utilizando uma coluna Superdex 200 10/300 Increase (GE Healthcare), foram injetados 50

pL de cada amostra de proteina com concentragdo de 2 mg/mL, a um fluxo de 0,5 mL/min.

2.4.  Dicroismo circular (CD)

A fim de analisar a estrutura secundaria das proteinas, medidas de CD foram realizadas
em um espectropolarimetro Jasco J-815, equipado com sistema de controle de temperatura
(Peltier). Para cada amostra, os espectros foram coletados em cubeta de quartzo retangular
com caminho 6tico de 1 mm, no intervalo de 195-270 nm, sob as configuracdes de velocidade
de varredura 50 nm/min, largura da banda de 2 nm e tempo de resposta de 2 s. Os experimentos
de desnaturacdo térmica foram feitos sob uma rampa de aquecimento de 1 °C/min, no
intervalo de 5 a 70 °C, com coleta de espectro a cada 5 °C e monitoramento em 222 nm a cada
2 °C. Para o tratamento dos espectros, utilizou-se o programa CDToolX.!> Com os espectros
de CD ajustados para cada proteina isolada, a média dos espectros foi calculada e as barras de
erro geradas, através de formulas de propagagao de erro padrdes, para gerar uma curva teorica
para o complexo. Essa curva tedrica representa o espectro CD esperado da mistura das

proteinas caso ndo houvesse alguma alteracao conformacional.



2.5. Termoforese em microescala (MST)

A termoforese ¢ o fenomeno fisico no qual se induz a migragao de moléculas por meio
de um gradiente de temperatura. A técnica de MST tem alta sensibilidade e permite a
determinagdo de constantes de afinidade na faixa nanomolar-micromolar, usando volumes na
ordem de poucos microlitros das amostras. !¢

A marcagdo das proteinas desejadas para os experimentos de MST foi realizada
utilizando o fluoroforo N-hidroxisuccinimida(NHS) (RED-NHS 2nd Generation,
NanoTemper), que se liga a aminas nas cadeias laterais de lisinas ou no N-terminal da proteina,
a fim de avaliar a afinidade da helicase pelos diferentes nucleotideos: AMP-PNP, ADP ¢ ATP.

Em relacdo aos ensaios da NtRh35 com RNA, foi utilizado um RNA (poli-U 15)
marcado com uma sonda de carboxifluoresceina (FAM), como sugerido em CHEN et al.
(2022) [17], sendo testadas varias condi¢des tanto na presenga, como na auséncia de
nucleotideos, como o AMP-PNP. Para esses experimentos foi utilizado o seguinte tampao: 25
mM Hepes pH 8.0, 5% Glicerol, 125 mM NacCl, 0.15% BSA, 2.5 mM AMP-PNP, 2.5 mM
MgCl2, 0.05% Tween, 1 mM TCEP.

Os experimentos foram realizados em diluigdes seriadas das moléculas parceiras nao
marcadas e, s6 entdo, foram adicionadas as moléculas marcadas, mantidas em concentragdes
constantes. Os experimentos foram realizados a 25 °C, em triplicata experimental, no
equipamento  NanoTemper Monolith NT.115 Blue/Red excitation (NanoTemper
Technologies), equipamento multiusuario localizado no IFSC, USP. Para analise dos dados,

foi utilizado o proprio software do equipamento, o0 MO.Control e MO.Analysis.

2.6. Fluorescéncia intrinseca

A técnica de fluorescéncia intrinseca do triptofano ¢ uma ferramenta sensivel para
investigar a estrutura e dinamica de proteinas em varias condigdes experimentais. Neste
trabalho, utilizou-se um espectrofluorimetro modelo K2 ISS, modo estatico, para as medidas
de fluorescéncia intrinseca do triptofano. As proteinas foram excitadas em comprimento de
onda de 295 nm, sendo a emissdo monitorada de 310 a 450 nm. As medidas foram realizadas
em cubetas de quartzo com 1 cm de caminho Optico. As medidas foram feitas na presencga e
auséncia do ligante no tampao, a fim de ser subtraido das medidas com a proteina para se

retirar as contribui¢des do mesmo. Para esses experimentos foi utilizado o tampao semelhante



3.

ao utilizado nos ensaios de MST, mas sem Tween e sem BSA, ou seja: 25 mM Hepes pH 8.0,

5% Glicerol, 125 mM NaCl, 2.5 mM AMP-PNP, 2.5 mM MgCl2, 1 mM TCEP.
RESULTADOS

3.1. Andlises in silico

A analise de dominios para a NtRh35 (Fig. 3) teve como principal resultado a predi¢ao
dos dominios DEAD e helicase nas posigoes 163-374 e 409-490, respectivamente. Além
disso, houve a predicao de duas regides de baixa complexidade em seu N-terminal e também
de um dominio “dedo de zinco™ na posi¢do 547-563, caracteristico de proteinas que interagem
com 4cidos nucleicos.!®

Através de uma busca com o servidor BlastP, usando a base de dados de organismos
modelos, foi revelado que a Rh35 tem maior identidade com helicases ja conhecidas como a
DDX41 humana e a helicase abstrakt de Drosophila melanogaster. Assim, as sequéncias
tiveram uma identidade maior que 50%, sendo a maior parte em seus dominios conservados.
A maior identidade nas regides N-terminais foi observada somente nas sequéncias

filogeneticamente mais proximas: Arabidopsis thaliana e Glycine max.
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Figura 3 - Predigdes de dominio pelo SMART. Em rosa, estdo regides de baixa complexidade, o losango DEXDc
representa 0 dominio DEAD, o quadrado HELICc representa o dominio helicase e o retangulo ZnF C2HC
representa o dominio dedo de zinco.

Em buscas no banco de dados envolvendo proteinas com estruturas depositadas no
PDB, a unica semelhanca de E value nulo foi com a DDX41 dentro de um complexo
spliceosomal humano, junto a demais proteinas de interacdo (PDB 8C6J). No entanto, outras
estruturas referentes a essa helicase humana foram encontradas, mas correspondentes a
dominios separados. As demais estruturas encontradas sdo bem mais distantes da Rh35,
apresentando identidades inferiores a 50%.

J& para a SCI1, ndo houve predicio de dominio. Porém, na base de dados de

organismos modelo no BlastP, SCI1 apresentou identidade somente com sequéncias de



Arabidopsis thaliana e Glycine max. Com relacao aos resultados do PDB, nenhuma estrutura
com identidade significativa a SCI1 foi encontrada. Com base nesses resultados, sua
sequéncia foi submetida a predi¢do de estruturas ndo ordenadas (Tabela 1). De forma geral,
esses resultados predizem a estrutura de SCI1 como majoritariamente ndo ordenada.

Tabela 1- Predi¢des de dominios globulares/ estrutura ordenada utilizando os diversos pacotes de predi¢ao, que
estdo incluidos dentro do plugin JABAWS incluido dentro do sofiware Jalview.

Programas de predicao GlobPlotWS | JRonn IUPRED | DisemblWS
Trechos da sequéncia da SCI1 94-149; 97-105;
27-158 95-155
153-157 117-131

Nas andlises utilizando o AlphaFold, realizadas para as proteinas isoladas, o modelo
obtido para a NtRh35 mostrou dominios bem definidos e estruturados: o dominio DEAD e o
dominio helicase, com predominancia de alfa-hélices (Fig 4a). Ja para a SCI1, o modelo
mostrou uma estrutura majoritariamente desordenada (Fig. 4b), concordando com as
predi¢des mostradas anteriormente. Esta caracteristica ¢ compativel com a func¢ao de SCI1 na
regulagao génica, bem como com o grande nimero de parceiros ja observados pelo seu
interactoma.? Finalmente, no modelo AlphaFold gerado para o complexo apresentou uma
grande confiabilidade na regido de interacdo, regido que envolve o C-terminal de ambas as
proteinas (Fig. 4c), corroborando o que ja foi descrito por pulldown in vitro."> As anlises
também previram com confiabilidade uma razdo de interagdo 1:1 para o complexo
SCI1:NtRh35, mesmo quando mais de uma unidade de cada molécula foi submetida a

predigao.
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Figura 4- Estruturas preditas pelo AlphaFold, coloridas de acordo com o perfil de confiabilidade do programa
para a Rh35 (a), SCI1 (b) e complexo (c).

Em relagdo as predi¢des do AlphaFold para a NtRh35 com RNA, uma sequéncia de
poli-U 15 (a mesma utilizada para os experimentos de MST) foi usada para realizar a analise.
Primeiramente, percebeu-se que haviam poucas alteragdes na estrutura da helicase ao
submeté-la a diferentes contextos, como na presenca de nucleotideo e de RNA (Fig.5a).
Assim, constatou-se que a predi¢do priorizava a conformacao fechada da helicase. Além disso,
também nao houve mudangas na NtRh35 com RNA e SCI1, provavelmente porque o padrao
de interacdo do RNA para helicases ¢ na regido entre os dominios. Ainda, a interagdo
observada do RNA foi com os grupos fosfato e pentose, mas ndo com a base nitrogenada, o
que ja foi descrito ocorrer para outras RNA helicases, € o que, consequentemente, permite

também interagio com DNA >*3
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Figura 5 - Predi¢des no AlphaFold para a Rh35 na presenga do RNA. a) Sobreposig¢@o por alinhamento das
diferentes estruturas preditas para a Rh35. b) e c¢) Predigdes para o complexo na presenca de ATP e RNA,
coloridas de acordo com a molécula (b) e por confiabilidade (c).

3.2.  Expressdo e Purificacdo

Apos a inducdo da expressdao em E. coli, o processo de lise e purificagdo da NtRh35
foi iniciado utilizando um tampdo com baixo sal e glicerol, mas este se demonstrou
inadequado. A proteina ficou em grande parte na fracao insoltuvel e diversas proteinas estavam

sendo co-purificadas com a NtRh35. Assim, ap6s revisao da literatura para outras helicases,
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foi observado que o processo tipico de purificacdo dessas proteinas utiliza altas concentra¢des
de sal, de 0,5 a 1 M, a fim de eliminar as interagdes com outras moléculas, incluindo DNA,
RNA e nucleotideos.!” Além disso, foi adicionado o agente redutor TCEP em uma
concentra¢do de 0,5 mM na tentativa de estabilizar a proteina, visto que a NtRh35 apresenta
11 cisteinas em sua sequéncia. Apds as alteragdes, a purificagdo em coluna de afinidade
mostrou reducdo de contaminantes comparado ao que se tinha inicialmente. Foi testado,
também, utilizar uma terceira lavagem com 30 mM de imidazol (figura 6a) e uma segunda
lavagem com 0,1% de Triton, mas ndo foram efetivas em melhorar a pureza. Uma alternativa
a ser ensaiada futuramente sera uma lavagem extra com 1 M de NaCl e substituir a coluna de
cromatografia de exclusdo molecular (SEC) usando a Superdex 75, que apresenta uma
resolugdo melhor de separag@o que a Superdex 200, considerando a massa dos contaminantes

em relacdo a NtRh35.
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Figura 6 - Purificagdo da NtRh35 em coluna de niquel (a e b) e em coluna de exclusdo molecular Superdex 200
10/300 GL (c e d). ¢) Cromatograma obtido para amostra apresentada em d). De a) a d): MM- Massa molecular,
I - Fragdo insoltvel, S - Fragdo soltivel, NL- Extrato bruto ndo ligado na coluna, Lav1- Primeira lavagem com o
tampdo de lise, Lav2- lavagem com mesmo tampao acrescido de 10 mM de imidazol em a) e 0,01% Triton em
b), Lav3- lavagem com mesmo tampao acrescido de 30 mM de imidazol em a) e 10 mM de imidazol em b), E1-
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Eluigdo com 8 mL com tampao com 250 mM de imidazol, E2- Segunda elui¢do com SmL de tampao com 250
mM de imidazol.

Em relacdo a purificagdo na SEC, sob baixas concentragdes de sal, a Rh35 se mostrou
instavel quando concentrada. Entretanto, a Rh35 em solu¢do mais diluida mostrou um pico
mais definido na SEC quando o tampao continha menos de 250 mM de sal (como a amostra
que foi utilizada para dicroismo circular). Assim, ficou determinado que quando as solugdes
proteicas exigidas eram de baixa for¢a i0nica, a proteina seria purificada em alto sal e depois
diluida em tampao similar para redugdo do sal.

Para a SCI1, o mesmo tampdo e método para purificagdo usados para Rh35 foram
utilizados, porém sem adi¢do de TCEP. SCI1 também apresenta uma maior quantidade de
contaminantes que nao puderam ser retirados pela SEC na Superdex 200 e, assim, esta coluna

devera também ser substituida pela Superdex 75.
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Figura 7 - Purificac¢do da SCI1 em coluna de niquel (a) e em coluna de exclusdo molecular Superdex 200 10/300
GL (b e ¢). Legenda em a) e MM- Massa molecular, I - Fragdo insolavel, S - Fragdo soliivel, NL- Extrato bruto
ndo ligado na coluna, Lav1- Primeira lavagem com o tampdo A, Lav2- lavagem com mesmo tampdo acrescido
de 25 mM de imidazol, E1-E4 - Elui¢des com tampao com 0,5 M de imidazol; c) colunas 2 a 4 referem-se as
amostras coletadas ao longo do maior pico de eluigdo.
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Para a expressao e purificacdo do complexo, os mesmos procedimentos das proteinas
isoladas foram utilizados, porém as células provenientes de cada expressao foram misturadas
pré-centrifugacdo. Como ambas Rh35 e SCI1 apresentavam a His-tag, a co-elui¢do a partir da
cromatografia de afinidade ndo permitiu avaliar se havia a formac¢do de um complexo. Desta
forma, somente apos a co-eluicdo da cromatografia de exclusdo molecular foi possivel
verificar que o complexo estava sendo formado. Entretanto, para confirmar este resultado,
uma amostra eluida da cromatografia de exclusdo molecular foi submetida a analise por SEC-
MALS.

a)
MM I S NL Lavi Lav2 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9
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28 0P T ]....]....].-..l--._n;oog
< j 5 10 15 20 25 30 =
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Figura 8 -Analise e purificacdo do complexo Rh35-SCI1. (a) Purificagio do complexo por cromatografia de
afinidade e (b e c) por cromatografia de exclusdo molecular Superdex 200 10/300 GL. Cromatograma obtido em
(b) para amostra apresentada em c). Legenda: MM- Massa molecular, I - Fragdo insoluvel, S - Fragio soluvel,
NL- Extrato bruto ndo ligante na coluna, Lavl- Primeira lavagem com o tampéo de lise, Lav2- lavagem com
mesmo tampao acrescido de 250 mM de imidazol, E1-E9 - Elui¢des com 1,5 mL com tampdo com 250 mM de
imidazol, Pré Coluna - Amostra antes de ser aplicada na exclusdo molecular, Fragoes 11-16- Amostras referentes
ao fracionamento dos picos apresentado em b).

3.3. SEC-MALS

As amostras purificadas foram analisadas por SEC-MALS para avalia¢dao dos estados

oligoméricos. Nesta analise (Fig. 9), ambas proteinas, quando isoladas, comportaram-se como
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mondmeros € com massas concordantes com as estimadas. Porém, quando foram co-
purificadas, passaram a interagir mesmo em condi¢des de alta forca idnica (tampao com
500mM de NaCl), eluindo como um complexo. Através da massa obtida, foi possivel
determinar que o complexo formado entre NtRh35 e NtSCII se apresentava numa razao 1:1,
assim como também foi predito pelo modelo AlphaFold. O resultado reforca os resultados da
literatura obtidos via duplo-hibrido (Y2H), pulldown e BiFC (Bimolecular fluorescence

Complementation)."

a) b)
| Rh35 L
1.04 Sci1
| Rh35+Sci1[ 80 §
? L 60 2 Proteinas Massa Massa obtida
o ; = esperada
g - (ProtParam)
— 0 5_. w
z Y L40 O
o b = Rh35 6847211 69850 + 0,24%
E - 20 g scn 2082563 20820 + 8,82%
0.0 0 Rh35 + SCI1 | 88807,73 85360 + 0,41%
v T - 1 r T ;
10 12 14 16 18
Volume (mL)

Figura 9- Analise por SEC-MALS para as amostras de NtRh35, SCI1 e o complexo. Em a) as linhas finas
correspondem ao indice de refracdo diferencial (dRi), sendo as linhas grossas referentes as massas moleculares.
Em b) sdo mostrados os valores esperados e obtidos para a massa das proteinas em Daltons.

3.4. Dicroismo circular (CD)

Para avaliar a estrutura secundéria das proteinas em estudo, espectros de CD foram
medidos a 4 °C, em tampao de 20 mM fosfato de soédio pH 8 e 125 mM NaCl. Na figura 10a,
o espectro da Rh35 mostra um perfil de estrutura secundaria com predominio de alfa-hélices,
o que indica que a proteina possui estrutura secundaria compativel com aquela predita pelo
Alphafold. Com intuito de avaliar a estabilidade térmica, amostras da NtRh35 foram também
submetidas a desnaturagdo por calor, com aquisi¢do dos espectros a cada etapa de
aquecimento. A curva obtida ¢ apresentada na figura 10b, na qual se observa uma temperatura
de melting de aproximadamente 57 °C para a NtRH35.

O perfil de CD exibido pela SCI1 (Fig. 11a) ¢ bem distinto do observado para a
NtRh35, sendo caracteristico de estruturas secundarias nao ordenadas. Em relacdo a sua
estabilidade térmica (Fig. 11b), ao longo do gradiente de temperatura ndo houve alteragao

detectavel no espectro quando analisado em 222 nm. O espectro CD de uma proteina
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intrinsecamente desordenada (IDP), normalmente ¢ dominado pelas caracteristicas de
estruturas random-coil, com uma elipticidade negativa perto de 200 nm, por uma elipticidade
proxima de zero em 185 nm e sendo o minimo em 222 nm ndo pronunciado.?’ Portanto, os

resultados obtidos aqui concordam com as predi¢des in silico de que SCI1 exibe uma estrutura

ndo ordenada.

a) b)
Qpevcvvevsnosnsansnasasataotsasasastsasanans
i — =5 [ |
F.LE} g l... )
= £ -10-
2 2 "
g £ 415 .
2 = -
w
= e Il...-I--II----.I.....-.
-2 T T Y T =251 REREREETE L S [FF o Er
200 220 240 260 0 20 40 60
Comprimento de onda (nm) Temperatura (* C)

Figura 10- Analises de CD para a Rh35. a) Espectro da Rh35 em uma concentragdo de 0,2 mg/mL, a 4 °C, em
fosfato de s6dio 20 mM contendo 125 mM de NaCl, em uma cubeta de caminho 6ptico de 1 mm. b) Curva de
desnaturagdo térmica obtida ap6s variar a temperatura, monitorando o comprimento de onda de 222 nm.
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Figura 11- Analises de CD para a SCI1. a) Perfil da SCI1 a 4 oC em uma concentragdo de 0,23 mg/mL, em
fosfato de s6dio 20 mM contendo 125 mM de NaCl em uma cubeta de caminho 6ptico de 1 mm. b) Curva de
desnaturaga@o térmica obtida apos variar a temperatura, fixando o comprimento de onda de 222 nm.

Com relacao ao perfil de CD exibido pelo complexo (Fig. 12), este ¢ bem parecido
com o observado para a Rh35, possivelmente devido a predominancia do sinal de alfa-hélice.

O espectro experimental obtido para o complexo, quando comparado com o tedrico dado pelas

médias dos espectros das proteinas isoladas, apresenta um minimo em 222 nm mais negativo,
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embora em 208 nm essa diferenca nao seja visivel. Essa medida € preliminar ainda, mas sugere
que alguma alteracdo conformacional (detectavel pelo CD) estd ocorrendo com a formagao

do complexo.

— Experimental
— Teodrico

Ag (graus M'em™)
o

200 220 240 260
Comprimento de onda (nm)
Figura 12 - Perfil de CD do complexo a 4 oC em uma concentracdo de 0,166 mg/mL, em fosfato de so6dio 20

mM contendo 125 mM de NaCl em uma cubeta de caminho 6ptico de 1 mm. Em verde tem-se o resultado obtido,
ja em laranja, o calculado pela média entre os espectros da SCI1 e da Rh35.

3.5. Termoforese em Microescala (MST)

Para os experimentos de MST, um grande esforco foi realizado inicialmente, a fim de
encontrar as condi¢des ideais de tampao para a proteina NtRh35 e, ao mesmo tempo, viabilizar
os experimentos de MST. Embora muitas helicases ja tenham sido descritas na literatura, a
NtRh35 em especial ainda nao foi estudada, nem suas homoélogas em plantas. Sua homologa
mais bem estudada ¢ a DDX41 humana, mas essa helicase também nao esta completamente
caracterizada em termos de afinidade e interacdo com RNA, dificultando determinar
parametros de partida para os experimentos.’?!

Cientes da dependéncia de nucleotideos para a interacdo entre helicases € 0 RNA,
decidiu-se iniciar os ensaios com a avaliagdo da interagdo da NtRh35 com nucleotideos (ATP,
AMP-PNP e ADP).? Num primeiro experimento, a NtRh35 foi marcada via aminas primdrias,
sendo que a ligagdo dessa sonda ocorre em residuos de Lisina. A partir da marcagao, percebeu-
se que a proteina apresentava bom rendimento com essa marcagao, possivelmente por ter 49
lisinas em sua sequéncia. Contudo, durante os experimentos, percebeu-se adsor¢cdo nos
capilares do tipo Standard (Nanotemper), mesmo em condi¢des na presenca de BSA, e nao

houve razao sinal-ruido suficiente para realizar as medidas de afinidade. Assim, checando as
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predi¢des das regides de interacdo da NtRh35 com o nucleotideo, viu-se que existem lisinas
nos motivos responsaveis pela ligagdo com o nucleotideo e na literatura recomenda-se nao
utilizar a marcagdo se houver lisinas no sitio de interacdo.>?! Desse modo, a marcacio
provavelmente interferiu na interacdo com os ligantes testados, inviabilizando a medida.
Assim, ¢ recomendado que a marcagdo da proteina seja alterada, sendo uma das opgdes a
sonda que se liga a cauda de histidinas (RED-tris-NTA 2nd Generation, Nanotemper).

J& para os experimentos de interacdo com RNA, o monitoramento do RNA se torna
mais vantajoso por se resumir a ligado ou nao a proteina, enquanto isso, se fosse marcada e
monitorada a proteina, poderia se obter um sinal conflitante por se ter tanto a afinidade pelo
nucleotideo quanto pelo acido nucleico. Para estes ensaios foi utilizado um analogo de ATP
nao hidrolisavel (AMP-PNP), que se trata de uma molécula de ATP com um de seus fosfato
substituido por um nitrogénio, visto que as helicases DEAD-BOX hidrolisam ATP apds se

1.'7 Como se

ligarem ao RNA, o que provavelmente geraria um sinal ruidoso e nao confidve
tratava de um primeiro experimento sem parametros de comparacdo com helicases
homologas, iniciou-se com altas concentra¢des da proteina, assim, por isso o uso de aditivos
como o glicerol e o TCEP.

No experimento de MST ¢ necessario, antes do experimento de fato, realizar a
checagem de ligagdo. Por esta, ndo foi vista uma razao sinal-ruido consistente entre a medida
na presenca ¢ na auséncia de nucleotideo. Nessa situacdao, ndo foi detectada adsor¢ao nos
capilares, mas o sinal de resposta foi baixo. Em outras tentativas, também ndo se viu

diferengas entre as medigdes sem e com nucleotideo. Assim, o experimento precisa ser

reformulado para que as condi¢des necessarias para detec¢do sejam atingidas.

3.6. Fluorescéncia Intrinseca

Numa andlise do modelo estrutural, foi observado que um triptofano, dos dois residuos
presentes na NtRh35, situa-se proximo do sitio de ligacdo ao ATP, permitindo monitora-lo
como sonda intrinseca da interacdo. Assim, alternativamente, a técnica de emissdo de
fluorescéncia intrinseca foi usada para avaliar qualitativamente a ligacdo de nucleotideos a
NtRh35, ja que esta técnica dispensa marcagdo. Os resultados mostram uma supressao da
emissao de fluorescéncia do triptofano da NtRh35 quando na presenca do nucleotideo (Fig.

14), indicando que o ATP est4 interagindo nestas condigdes.
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Figura 14 - Emissdo de fluorescéncia da Rh35 na auséncia e presenca de 2,5 mM de ATP. Excitagdo a 295 nm.
Amostra em tampao 25 mM de Hepes pH 8§, 2,5 mM ATP, 2,5 mM MgCl2, 5 % glicerol, | mM TCEP.

3.7.  Construcoes dos dominios proteicos

Visando resolver a estrutura das regides estruturadas do complexo, iniciou-se
experimentos visando produzir construgdes truncadas de ambas proteinas (Fig 15a), sendo a
Rh35 cut (369-53, que corresponde ao dominio helicase em sua maior parte); e a SCII1 cut
(82-158, regido correspondente ao seu C-terminal). Os primers foram desenhados para
realizar a clonagem via técnica de Gibson Assembly em vetor pSUMO. Os resultados das
amplificacdes demonstram bandas unicas para ambos os insertos (Fig. 15b), com o inserto da
Rh35 cut com 533 pb e da SCI1 cut com 267 pb. Ja para os vetores, foram observadas varias
amplificacdes inespecificas (Fig. 15¢), possivelmente devido as baixas temperaturas de
anelamento dos primers, mas que nao prejudicaram a purificacdo do mesmo. Até o momento,
somente a nova constru¢ao de SCI1 cut foi obtida e confirmada por anélise de restricao (Fig.
15d), restando pendente o teste de expressao, sequenciamento e também a constru¢do da Rh35

cut.
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Figura 15 - a) Estrutura predita pelo AlphaFold para o complexo com as constru¢des da Rh35 cut e a SCII cut.
b) Resultado da PCR para os insertos, mostrado por eletroforese em gel de agarose. c) Resultado da PCR para
os vetores. d) Teste de restricao utilizando as enzimas BamHI e Xhol para 5 colonias além do vetor original ndo
clivado como referéncia. Em vermelho, estdo as bandas que tiveram o inserto aparente no resultado da clivagem.

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

As condigdes de expressdo para NtRh35 e SCI1 foram bem estabelecidas, viabilizando a
purificagdo e obtencdo das proteinas, particularmente de NtRh35, bem como do complexo. O
bom rendimento tem permitido as anélises biofisicas, mas a pureza da amostra final pode ainda
ser melhorada. Em relacdo a estabilidade da NtRh35, as condi¢des do tampao e concentragdo de
sal foram definidas para estabilizagcdo da proteina. Porém, tem-se ainda como perspectiva realizar
ensaios de Fluorimetria Diferencial de Varredura (em inglés, DSF), a fim de avaliar sua
Temperatura de melting (Tm) em diferentes condi¢des e avaliar via Espalhamento Dindmico de
Luz (em inglés, DLS). A partir disso, pretende-se estabelecer condigdes mais promissoras para
os ensaios de MST com os ligantes (RNA e nucleotideos). Um dado preliminar interessante foi
dado pela técnica de fluorescéncia, mostrando que ATP interage com NtRH35, abrindo caminho
para medidas quantitativas dessa interacdo. Para melhor caracterizar a NtRh35, atividades
ATPasica e helicasica, na qual se monitora a atividade de separagdo de fitas duplas de acidos
nucleicos, também pretendem ser realizadas.

Para a SCI1, os resultados preditos pelas analises in silico e resultados de CD em conjunto
mostram que se trata de uma proteina intrinsecamente desordenada, dado que ¢ compativel com
as fungdes na proliferagao celular com as quais esta envolvida.

Ainda como resultado deste trabalho, o complexo NtRh35-SCI1 pode ser confirmado via
SEC-MALS e essa interagdo se mostrou independente da adicdo de nucleotideos ou de RNA,

sugerindo tratar-se de uma interagdo forte, visto que alta forca idnica nao foi suficiente para

19



desfazé-la. Para obtengdo de novas informagdes estruturais sobre o complexo, planejam-se

experimentos para avaliar possiveis alteragdes conformacionais na presenca de ligantes ou em

variagdes de pH e sal, além de averiguar a estabilidade térmica desse complexo.

Sobre a técnica de MST, embora seja muito versatil e rapida, neste projeto a interagcao

com RNA ainda ndo foi possivel de ser medida por esta técnica, sendo que as condigdes

experimentais precisam ser ajustadas.
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