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Resumo

Septinas sdo proteinas citoesqueléticas capazes de se ligar a nucleotideos de
guanina e participam de funcgOes celulares diversas como exocitose,
fagocitose, citocinese, entre outras, com presenca em todos 0os metazoarios e
fungos. Estruturalmente as septinas se destacam pela organizagdo em
complexos heteroligoméricos lineares que se unem em filamentos e em
estruturas de maior complexidade. Em leveduras, temos o0 octamero composto
por Cdcll1l-Cdcl2-Cdc3-Cdcl0-Cdcl0-Cdc3-Cdcl2-Cdcll, do qual as
septinas Cdc3-Cdcl2 estdo associadas por uma interface do tipo NC, de forma
que uma porcdo de seus dominios C-terminais forma um coiled-coil
supostamente paralelo e heterodimérico. "E fato que septinas interagem com
outras proteinas, como as proteinas BORG’s humanas, membros da familia
das efetoras da Cdc42, responsaveis por regular diversos processos do ciclo
celular. Essas proteinas ligam-se ao coiled-coil da SEPT6-SEPT7, analogo ao
da Cdc3-Cdcl12, por um dominio chamado BD3. As homdlogas funcionais de
BORG’s em levedura sdo as chamadas Gicl e Gic2. Desta forma, neste
trabalho buscou-se estudar a interagéo entre o coiled-coil de Cdc3-Cdc12 com
as Gic’s, predita pela modelagem do complexo em AlphaFold2. Para isso, a
interacdo dos dominios C-terminais das septinas Cdc3-Cdcl2 com a regido
BD3 das Gic’s foi explorada por meio de espectroscopia por dicroismo
circular, utilizando uma anélise comparativa da temperatura de melting dos
complexos. Os experimentos de desnaturacdo térmica foram conduzidos em
diferentes ensaios, envolvendo também peptideos mutados a fim de validar o
modelo de interacéo.

Palavras chave: Septinas. Coiled-coil. Espectroscopia de dicroismo circular.
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1 Introducao

Septinas sao proteinas descobertas por Hartwell no final dos anos 60 no septo
formado em células de S.cerevisiae em divisao celular." Mais tarde foi identificada a
presenga de tais proteinas em varios eucariotos como outros fungos, humanos e algas,
exceto em plantas.” Atualmente sabe- se que septinas estdao envolvidas em diversos
processos celulares como a citocinese, fagocitose, ciliogénese, polarizagao celular, entre
outras, e por isso sao consideradas o quarto componente do citoesqueleto juntamente de
filamentos de actina, microtdbulos e filamentos intermediarios.

Em fungdo do envolvimento de septinas em tais processos celulares, disfungdes na
expressao dessas proteinas ja foram muitas vezes associadas com certas patologias,
como infertilidade masculina, doengas neurodegenerativas e cancer.” Ainda, mais
recentemente, um estudo mostrou a clivagem da septina 2 humana pela protease
NS2B-NS3 do virus Zika como mecanismo neurotoxico.” Assim, entender os mecanismos
estruturais das septinas pode abrir caminho para compreender seus variados papéis
biol6gicos e interagdes com outros componentes celulares e de que forma se associam com
doencas, o que é possivel a luz da biologia estrutural.

A execugdo das fungdes celulares das septinas se da na forma de estruturas
complexas como feixes e anéis, todos construidos a partir de filamentos de septinas
polimerizados a partir de hetero-oligdmeros lineares ndo polares unidos por suas
extremidades. Os oligdmeros sao estabelecidos por interagdes laterais entre
subunidades que podem ser da forma G ou NC, intercaladas na sequéncia
palindromica de subunidades (Figura 1).
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Figura 1 — Octameros (a esquerda) e hexdmeros (a direita) de septinas presentes em humanos
(acima) e em leveduras (abaixo), com suas interfaces, e nucleot’ideo de guanina ligado
devidamente indicados. Ascores referem-se a grupos de septinas como descrito em
Kinoshita.

Fonte: CAVINI et al.



Na Figura 1, sao mostrados os octameros e hexameros de septinas de humanos e
leveduras e suas respectivas subunidades. A homologia entre septinas de mamiferos
permitiu separa-las nos quatro grupos de Kinoshita;” no mais ha a classificagao descrita
no trabalho de Momany et al. que contempla a filogenia entre organismos modelo
(Figura 2).
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Figura 2 — Divisdo de septinas de organismos modelo em grupos de Momany e Kinoshita (para
mamiferos). Hs, Homo sapiens; Dm, Drosophila melanogaster ; Sm, Schistosoma mansoni ; Ce,
Caenorhabditis elegans; Sc, Saccharomyces cerevisiae; An, Aspergillus nidulans; Mo,
Magnaporthe oryzae; Tt, Tetrahymena thermophila; Cr, Chlamydomonas reinhardtii.
Fonte: SHUMAN; MOMANY.

1.1 Dominios G e N-terminal

O dominio G de septinas (Figura 3) é a maior e mais conservada porg¢do desta
familia de proteinas. Sua estrutura se assemelha 3 de Ras-GTPases composta por
um conjunto de fitas-B envoltas por hélices-&, contudo, as septinas apresentam variagoes
estruturais intimamente relacionadas com sua polimerizagdo: o switch 2 (Sw2)
alongado, a regido poliacida (PAR) da hélice adicional a5’, a regido polibasica (PB2)
contida no loop alongado que conecta a fita 4
a hélice a2 e a propria hélice a2 alongada.’” Finalmente, hd a presenca da regido do
septin unique element (SUE), uma sequéncia de aproximadamente 60 residuos que
atravessa todo o dominio G, desta forma participando dos dois tipos de interface.
N3o apenas isso, o SUE & estritamente necessario nas interfaces promovendo a
estabilizagdo dos elementos interagentes entre subunidades, de forma que é responsavel
por permitir a polimerizagao de septinas.

O dominio N-terminal no geral é o mais curto e em grande extensdo desestruturado,

a menos de uma hélice (a0), potencialmente envolvida em interacdes de membrana e



que contém outra regido polibasica (PB1); e o “hook-loop”, presente na interface NC.’

Figura 3 — Dominio G de septinas visto na diregdo perpendicular ao eixo de simetria do oligmero. As
principais estruturas presentes descritas no texto estdo coloridas.
Fonte: CAVINI et al.”

1.2 Dominio C-terminal

A caracteristica mais marcante do dominio C-terminal de septinas é a regiao com
predicao de formar coiled-coil, ndo encontrada em CdclO, nem no grupo da SEPT3
humana. Adicionalmente hd a presenca de uma regidao N-terminal (Cn) e C-terminal
(Cc) flanqueando a regido de coiled-coil: a primeira confere grande flexibilidade ao
dominio C-terminal em relagdo ao dominio G a partir da hélice a6, e a Gltima pode
possuir uma regido polibasica da qual especula-se seu envolvimento em interagdes com
a membrana celular.

Nos oligbmeros de septinas, nas subunidades unidas por interfaces do tipo NC ha a
formacdo de coiled-coils paralelos, como o de SEPT6-SEPT7 e Cdc3-Cdc12 mostrados na
Figura 1. Além destes, na polimerizacdo de oligdbmeros tem-se coiled-coil s
homodiméricos de SEPT2 e Cdcll devido sua localizagdo nas extremidades dos

octameros, unindo-se a vizinhos também por interfaces NC.

1.3 Coiled-coils

Coiled-coils ou superhélices sao motivos estruturais formados por duas ou mais
hélices-a enroladas entre si, estabelecendo uma superficie de contato hidrofébica em seu
interior. Para que isso ocorra as cadeias laterais dos res’iduos internos ficam dispostas
na forma knobs-into-holes,isto &, a cadeia lateral do residuo de uma hélice encaixa no
espaco formado pelas cadeias laterais dos quatro residuos proximos da outra hélice.”
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Refletindo a propriedade de um nGmero fixo de residuos por volta das hélices, coiled
coils possuem na maior parte das vezes uma periodicidade heptamérica (3,5 residuos por
volta, 7/2)

B
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Figura 4 — llustragdo das distancias entre filamentos de septinas longa (A) e curta (B), de acordo com o
tipo de coiled-coil formado.
Fonte: CAVINI et al.

na sequéncia primaria, sendo os residuos usualmente nomeados a, b, ¢, d, e, f, g, com as
posicoes a e d usualmente ocupadas por residuos hidrofobicos. Na pratica, duas voltas de
uma hélice ndo correspondem a repeticdo heptamérica, de forma que as hélices se
entrelagam com torcao de mao esquerda.

Os demais residuos sao hidrofilicos no geral, com destaque para e e g , que podem
estabelecer interagdes eletrostaticas intercadeias, estabilizando a estrutura. Os residuos
em a e d formam camadas na forma ag-a/d-d (estrutura paralelas) ou a-d (estruturas
antiparalelas).

Podem existir descontinuidades no padrdao heptamérico por insercdes de residuos,
provocando mudangas estruturais na superhélice, o que é visto pela mudanga no angulo
de empacotamento. Insercdes de 1, 3 e 4 residuos sdo chamadas de skips, stammers
e stutters. Stutters geram desenrolamento da superhélice, stammers o contrario.

Apesar do padrdo hidrofébico em posi¢cdes a e d em coiled-coils candnicos, a
presenca de aminoacidos polares no centro da superhélice aponta para eventual
especificidade na orientacdo, como é visto em septinas. Acredita-se que coiled-coils de
septinas estejam envolvidos em interagdes interfilamentos, na orientagdo antiparalela, e ha
reportado duas distancias entre filamentos, que acredita-se ser dos diferentes coiled-coils
presentes nos octdmeros: a mais curta (5 nm) associadaa SEPT2 humana e a mais longa
(15-20 nm) associada ao coiled-coil de SEPT6-SEPT7.

1.4 As proteinas Gic

Antes da divisdo celular, a célula polariza o citoesqueleto de actina e o anel de
septinas € montado no futuro sitio de divisdo. Este processo depende do recrutamento
das septinas, que é efetuado a partir da Cdc42, seus fatores GEF (guanine nucleotide
exchange factor) e GAP (GTPase activating protein) e outras prote’inas efetoras. Em

leveduras, sabe-se que duas proteinas efetoras da Cdc42 , Gicl e Gic2, interagem com
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septinas, e propds-se um modelo no qual as Gic’s atuam como uma ponte entre septinas
e Cdc42, uma vez que esta nao interage diretamente com as primeiras mas sim com as
Gic’s, que possuem um dom’inio CRIB pelo quala Cdc42 se liga.'”

O mecanismo descrito atua também em mamiferos, mas mediado pela familia das
proteinas BORG, compostas por cinco membros, capazes de interagir com septinas por
seus dom’inios conservados CRIB, BD1, BD2 e BD3.'° O alinhamento entre as
BORG’s e Gic’s mostra que Gicl e Gic2 possuem o dom’inio CRIB (consenso
ISXPLGDFRHTXH(I/V)G) e BD3 (consensoSLLSXXLX(L/V)DLGPSXLDX(V/L)LX(V/1)MD)
com baixa similaridade (Figura 5).
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Figura 5 — Alinhamento das Gic’s e BORG’s humanas na regido do dominio BD3 (A) e CRIB (B),
destacando res’iduos conservados pelo formato WebLogo.
Fonte: Elaborada pelo autor

Sabe-se que as BORG’s interagem especificamente com a SEPT6-SEPT7,
conectadas poruma interface NC,'* e recentemente foi determinado que a as BORG’s
se ligam ao coiled-coil estabelecido pelas septinas a partir da regido BD3 e esta interacdo
é verificada quantitativamente pelo aumento da temperatura de melting do complexo
coiled-coil +BD3, o que significa um aumento na estabilidade (dados do grupo, ainda ndo
publicados). Assim, devido a presenga do dominio semelhante ao BD3 nas Gic’s e sua
conhecida interagao com septinas, era esperado ver uma situagao analoga em leveduras,
na qual temos o coiled-coil de Cdc3 e Cdc12. No entanto, temos reportada na literatura
a intera¢do entre Gicl e Cdc10, que fica no centro do octdmero.'” Por isso, estudar a
interacdo entre Gic e o coiled-coil de Cdc3-Cdcl2 pode expandir o modelo atual,
mostrando que as Gic’s fazem contatos com maltiplas subunidades do filamento.
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2 Metodologia

2.1 Obtencgao das amostras

2.1.1 Clonagens e expressao

Dada a disponibilidade das sequéncias codificantes para Cdc3C (dominio C-terminal
de Cdc3, Uniprot:P32457, coordenadas 413-520) e Cdc12C (dom’inio C-terminal de Cdc12,
Uniprot:P32468, coordenadas 316-407) nos laboratorios do Grupo de Biofisica
Molecular, essas Cdcs foram inseridas nos vetores pETSUMO e pET28a,
respectivamente. As clonagens e manipulagdes de DNA foram realizadas segundo as
técnicas padrdo descritas por Sambrook et al. e a confirmacdo das sequéncias feita por
sequenciamento automatico de DNA.

A expressao proteica foi feita na linhagem de E.coli Rosetta(DE3), ap6s adigao de
agente indutor (IPTG) nas culturas, e coleta das células por centrifugacao, ressuspensao
em tampdo 20 mM Tris pH 8,0, 1 M NaCl, 10% glicerol, 10 mM imidazol e
ultrasonicacdo para lise celular. Separou-se as fragdes sollveis e insolGveis por
centrifugacdo, a fim de realizar cromatografia por afinidade. Finalmente, empregou-se
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex 75 10/300 GL em tamp3o 20
mM Tris pH 8,0, 300 mM NacCl, 10% glicerol para separar as proteinas de interesse, com

verificagdo da purificagdo e grau de pureza das amostras por tricina-SDS-PAGE.

2.1.2 Sintese quimica dos peptideos Gic-BD3

Os peptideos Gicl-BD3 (Uniprot:P38785, coordenadas 223-244), Gic2-BD3
(Uniprot:Q06648, coordenadas 278-305)e Gic2-BD3(F304A) foram produzidos pela técnica
de laboratério Derminda Isabel de Moraes usando sintese organica em fase solida.
Empregou-se o uso de Fmoc (9- fluorenilmetiloxicarboxila), grupo quimico que protege
temporariamente a regido N-terminal do aminoacido, permitindo que a sintese ocorra sob
condicOes reacionais brandas, na direcdo do C- para o N-terminal. Como suporte
polimérico, foi utilizada resina Rink-Amida. Apds cada etapa de acoplamento, realizou-
se o teste de ninidrina e, em caso positivo (i.e., ndo-acolplamento), a reac¢do foi repetida.
Ao final da sintese, o material foi clivado da resina usando solucdo contendo acido
trifluoracético (TFA) e, posteriormente, foi realizada a precipitacdao do material com éter
et’llico gelado, centrifugado por 5 minutos para retirar os restos de s’intese. No
precipitado ficama resina e o peptideo, e apds 3 lavagens o precipitado foi seco.

A extracdo foi feita com TFA 0,1% e acetonitrila (ACN) 90% com 0,1% de TFA
(50% v/v), seguido de centrifugacdo com 3 repeticdes, para separar os peptideos
livres e resina (material depositado). Uma vez extraidas, as amostras contendo o
peptideo foram liofilizadas e solubilizados no mesmo tampao de eluigdao. O material
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obtido foi purificado usando coluna de exclusdo molecular Superdex Peptide em
tampao 25% de ACN 0,1% TFA. As massas dos peptideos obtidos foram confirmadas
por espectrometria de massas em equipamento eletrospray Bruker qTOF-II.

2.2 Modelagem por AlphaFold

Como ndo ha estruturas cristalograficas determinadas para o coiled-coil de Cdc3-
Cdcl12, utilizou-se o software AlphaFold'® para modelar o coiled-coil e também
complexos deste com Gicl-BD3 e Gic2-BD3 por meio de plataforma colaborativa.

Na elaboragdo dos modelos utilizou-se as sequéncias de Cdc3C, Cdcl12C e Gicl-
BD3 ou Gic2-BD3. Para validar as estruturas utilizou-se uma métrica do AlphaFold
chamada pLDDT (predicted local-distance difference test ), reportada na forma de um
score indicando a confiabili- dade residuo a residuo. Ademais, ha outro score que avalia
globalmente a modelagem, chamado pTM (de template modelling).

Apbs producdo dos modelos, a ferramenta selecionou o melhor deles a partir do maior
PTM e efetuou um passo de relaxagdao de sua estrutura utilizando o campo de forga
Amber, de forma a posicionar adequadamente os rotdmeros.

2.3 Espectroscopia de dicroismo circular

As medidas de espectroscopia por dicro’ismo circular foram realizadas num
espectropo- larimetro JASCO J-815. As interagdes foram avaliadas em tampao
fosfato de so6dio (NaP) 20 mM, contendo NaCl 50 mM e concentragbes variadas de
glicerol e diferentes pH. Foram utilizadas trés condi¢cdes de tampdo, denominadas A
(10% glicerol, pH 7,5), B (10% glicerol, pH 6,0) e posteriormente A2 (5% glicerol, pH
7,5). A concentragdo de C-terminais de septinas e Gic-BD3 foi mantida 5 yM cada,
exceto numa condi¢cdo em 10 UM para os casos em que apenas uma espécie de C-
terminal estava presente. Para todos os experimentos, conduzidos em duplicata, foram
feitos espectros de varredura de 195 a 260 nm a temperatura de 4°C com seis
escaneamentos; espectros de desnaturacdao térmica conduzidos de 4°C a 70 °C com
variacdo de temperatura de 1 °C/min, monitorados a 222 nm;'® e finalmente nova
varredura nas mesmas condigdes da primeira, agora com apenas um escaneamento, a fim
de verificar a integridade das amostras apds desnaturacao.

Os espectros coletados foram analisados pela ferramenta CDtool,'” e as curvas de
desnaturacdo tratadas no software grafico Origin (Microcal). Pelo CDtool foi possivel
verificar a qualidade das amostras pela razdo da elipticidade medida em 222 e 208 nm,
esperada num valor proximo a 1. As temperaturas de melting foram obtidas a partir do
fitting de uma curva do tipo Boltzmann (Double Boltzmann) da média das
normalizagGes para cada medida das duplicatas.
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3 Resultados

3.1 Obtengao das amostras

3.1.1 Expressao

Apb6s a clivagem das proteinas de fusdao com SUMO protease e trombina,
purificagdo e concentragdo obteve-se Cdc3C e Cdcl2C nas concentragdes de 1,9
mM e 2,2 mM, com rendimentos aproximados de 2 e 10 mg/L de cultura. Observando o
gel ao final da eletroforese (Figura 6), foi possivel verificar que as bandas obtidas sdo
compativeis com o peso molecular esperado (aproximadamente 12,8 kDa para Cdc3C e
11,3 kDa para Cdc12C).

P S | E1T CE2 PE S| E1TC E2

kD

Figura 6 — Expressdo e purificacdo de Cdc3C e Cdcl12C. Eletroforese em gel de tricina mostrando:
padrdo de massa molecular (P); fragdo solGvel (E); saida da coluna (S) e insolGvel (1) do
extrato celular; amostra elu’ida da coluna de afinidade com 40 mM e 200 mM de imidazol
(E1 eT, respectivamente);clivagem das proteinas de fusdo (C); saida da segunda purificagdo
(amostra final) (E2).

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2 Modelagem por AlphaFold

A modelagem mostrou alta confianga no coiled-coil nativo, determinado pelo
valor de LDDT reportado na Figura 7. Ainda, vemos no grafico que as duas regides de
maior score sao respectivamente as hélices do coiled-coil.

Introduzindo as Gic’s no modelo foi possivel ver que a regido FPS/T se liga a
fenda da superhélice, estabelecendo localmente uma estrutura semelhante a um coiled-
coil trimérico, com o residuo de Phe304 da regido mencionada inserido em uma cavidade
do coiled-coil (Figura 8). Além disso, em ambos os modelos, existem residuos adjacentes
a regido FPS/T que também se ancoram, cujos contatos sdo mais evidentes no modelo
com Gic2-BD3.

Foram elaborados modelos com mutagdes para Ala no residuo de Phe das regides
FPS/T das respectivas Gic, e foi visto que nos dois modelos houve um afastamento do
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peptideo em relagao
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Figura 7 — Em (A), modelo do coiled-coil colorido em relagdo ao LDDT, e em (B) o valor de LDDT
predito para cada um dos residuos. A estrutura esta colorida conforme o LDDT (vermelho
= 0, branco = 50, azul = 100).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 8 — Modelos e graficos de LDDT por residuo de Gicl-BD3 (A e B) e Gic2-BD3 (C e D). As
estruturas estdo coloridas conforme o LDDT (vermelho = 0, branco = 50, azul = 100).
Fonte: Elaborada pelo autor.

ao coiled-coil e uma queda na confianca da modelagem, sugerindo uma interacao
reduzida (Figura 9).
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3.3 Espectroscopia de dicroismo circular

A selecdo dos tampdes se deu a principio comparando os espectros de CD a 4°C
para os tampdes A e B com o coiled-coil de Cdc3-Cdcl2 nativo (Figura 10). Em

tampdo B, o sinal

A

Figura 9 — Comparagdo entre os modelos de Gicl1-BD3 (A) e Gic2-BD3 (B) nativas com o residuo
de Phe mutado.
Fonte: Elaborada pelo autor.

de CD foi reduzido, provavelmente devido ao seu pH mais acido desestabilizar as
amostras. Desta forma, o tampao A2, feito a partir das condicdes do tampdo A, mas
com menos glicerol, no intuito de favorecer interagdes entre as proteinas do sistema,

foi escolhido para os demais experimentos.

20

Tampéo A2
—— Tampao B

As (M'em™)

T T T
200 220 240 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 10 — Espectro de CD normalizado para Cdc3C+Cdc12C em tamp3o A2 e
tampao B. Fonte: Elaborada pelo autor.

Nos dois tampdes obtiveram-se curvas apresentando uma transi¢do entre um estado
enovelado para um desenovelado, tipico de uma desnaturagao térmica. No caso de
uma amostra mais estavel, a temperatura de desnaturacdo é mais elevada. Esse

fenémeno foi utilizado no trabalho para avaliar a formagdo de complexos entre peptideos

interagentes.
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3.3.1 Heterodimerizagao dos C-terminais

Foram conduzidos experimentos com cada espécie de septina separadamente, a 10uM.
Quando isolada, a Cdc3C tem somente uma leve tendéncia a formar dimeros, o que
é indicado pelo espectro de varredura (Figura 11), que possui baixa razdo 222/208 nm,

igual a 0,92 (que deve ser maior ou igual a 1 no caso de coiled-coils).

25 —— Cdc3C 10uM
—— Cdc12C 10uM
20| —— Cdc3C+Cde12C)

As (M'em™)

T T
200 220 240 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 11 — Espectro de CD normalizado de Cdc3C e Cdc12C isoladas e juntas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A curva de desnaturacdo térmica de Cdc3C indica uma amostra pouco estavel pela
auséncia de platd inicial e pela ampla faixa de transi¢dao. No caso de Cdc12C isolada
e da mostura equimolar das septinas as curvas possuem dois platdés bem definidos
(Figura 12).

= 3C
104 e 12C g2ieagsansd
A 30+12C .::l ..-..l- M
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1 1 1
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[
>

Fragao desnaturada
| |

o
N
1

0.0 T T T
0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

Figura 12 — Comparagdo das curvas de desnaturacdo de Cdc3C e Cdc12C isoladas (coiled-coils
homodiméricos) com estas espécies juntas (coiled-coil heterodimérico).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Foi calculada uma curva tebrica para uma mistura de coiled-coils de Cdc3 e
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Cdcl12 a partir de suas transi¢cdes quando isoladas para comparar com o experimento
com o coiled-coil heterodimérico (Figura 13), observando-se um aumento de Tm de

2,0 £ 0,8°C. Apesar do pequeno aumento, o espectro da mistura é compativel com

um heterodimero, pois tem razdo 222/208 nm de 0,98 a 4°C.
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Figura 13 — Comparagdo entre a curva de desnaturagdo experimentalmente obtida para
Cdc3C+Cdc12C euma curva tebrica calculada a partir das curvas de desnaturagdo de
Cdc3C e Cdcl12C individuais, assumindo a ndo-interagao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.3.2 Interagao com Gic

Apbs a analise dos coiled-coil, introduziu-se as Gic-BD3 nos ensaios. O complexo com
Gic2- BD3 apresentou aumento significativo de Tm (igual a 2,0 = 0,7 °C), enquanto que
o complexo de Cdc3C+Cdc12C+Gicl1-BD3 nao apresentou aumento de Tm significativo
(Figura 14). Esse resultado foi, de certa forma, antecipado pelo modelo de AlphaFold,
que indicava uma regiao de interagao reduzida em Gic1-BD3. Por estas razoes, nos demais

experimentos apenas a Gic2-BD3 foi utilizada.

= 3C+12C
104 4 +Gict 5uM ll_l.;.ll.ltl
*  +Gic2 5pM l.
© zl
8 :
2 ¥
% 0.5 ;.
(=]
§ :
& .
| (]
e
af®
AA“‘:'.
wot?
004+L . . :
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Temperatura (°C)

Figura 14 — Curvas de desnaturagdo de Cdc3C+Cdc12C sozinhas em amostra e na presenga de
Gicl-BD3 e Gic2-BD3.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Para reiterar a especificidade da Gic2-BD3 pelo coiled-coil de Cdc3-Cdcl2,

comparou-se a Tm das amostras de Cdc3C e Cdc12C individualizadas na presenga e
auséncia de Gic2-BD3 (Figura 15).
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Figura 15 — Curvas de desnaturagdo de Cdc3C homodimérica com e sem Gic2-BD3 (esquerda) e a
mesma comparagdo para apenas Cdc12C (direita).

Fonte: Elaborada pelo autor.

Verificou-se que a presenga de Gic2-BD3 n3o aumenta a Tm significativamente

quando apenas uma espécie de C-terminal de septina estd presente na amostra,

contrariamente ao que observou-se para o coiled-coil heterodimérico.

Aumentando a concentragdo de Gic2-BD3 para 10 yM (razdao molar de 1:1:2), ndo

foi visto um aumento significativo ainda maior de Tm (variacdo de 1,7 = 0,7 °C, Figura

16), indicando que a estequiometria é muito proxima de 1:1:1, ou seja, uma molécula

de Gic2-BD3 liga-se ao coiled-coil heterodimérico.

Figura 16 — Comparagdo entre amostras contendo Cdc3C-Cdc12C na presenga de Gic2-BD3 na
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concentragdo de 5uM, 10uM e ausente.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.3.3 Mutagao no dominio BD3

Concluindo o estudo da interagdo da Gic2-BD3 com o coiled-coil de Cdc3-Cdcl2
foi feita uma mutagao sitio-dirigida na regido FPT da Gic2, trocando o residuo de Phe304
por uma Ala, com o proposito de barrar a interagdo entre Gic2 e o coiled-coil, tendo
em vista a hipbtese de que esta regido do peptideo seria responsavel por estabelecer e
estabilizar o complexo.
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Figura 17 — Curvas de desnaturagdo do complexo coiled-coil+Gic2-BD3 nativa e
Gic2F304A. Fonte: Elaborada pelo autor.

A mistura do coiled-coil com Gic2F304A-BD3 ndo mostrou alteracdo da Tm quando
compa- rada com coiled-coil apenas (Figura 17), validando a hipétese feita, na medida
que o residuo de Ala deveria ser uma mutagao que ndo produzisse outro tipo de interagao
ou uma equivalente ao residuo original com o coiled-coil. Conclui-se que a regido FPT da
Gic2, sobretudo o residuo de Phe304, é necessario para que o peptideo ligue-se ao C-
terminal de septinas Cdc3-Cdc12.

Os valores de Tm obtidos estdo organizados na Tabela 1.
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Tabela 1- Tm calculada das amostras e variagdes relevantes.

3C +12C
Amostra comparativa— 3¢ 12C 3C+12C +Gic2-BD3

10 uM 10 u 5+5 uM 5+5+5 uM

Amostra Tm (°C) 203=+0,7(333+04]| 348+04 | 368+0,3

3C

+ -
10 pM 20,3 £ 0,7

12C

+ -
10 M 333+04

3C
+Gic2-BD3 20+ 1 0+2
10+10 yM

12C
+Gic2-BD3 33.6 + 0,4 03 +0,8
10+10 yM

3C+12C

48 +04 20 + *
545 UM 34,8 + 0, (2,0 = 0,8)

3C+12C
+Gicl-BD3 35,2 +£0,3 04 +0,7
5+5+5 uM

3C+12C
+Gic2-BD3 36,8 + 0,3 2,0 £0,7 -
5+5+5 uM

3C+12C
+Gic2-BD3 36,5+ 0,3 1,7 £ 0,7 -0,3 £ 0,6
5+5+10 uM

3C+12C
+Gic2F304A-BD3 | 35,4 + 0,4 0,6 £0,8 -1,4 £ 0,7
5+5+10 uM

Tm calculadas para todas as amostras analisadas em tampdo A2, e a variagao de Tm entre algumas
amostras de referéncia. *Diferenca de Tm entre experimental e teorica.
Fonte: Elaborada pelo autor.



23

4 Conclusoes e consideragoes finais

Neste trabalho estudou-se a interagdo entre a regido BD3 das proteinas Gicl e
Gic2 com o coiled-coil estabelecido pelos dom’inios terminais de septinas Cdc3 e Cdc12
de leveduras, observando que a Gic2-BD3 provoca um aumento na temperatura de
melting do coiled-coil. O residuo de Phe304 da regido FPT foi visto como essencial para
estabelecer tal interagdo. Desta forma, mostramos que a Gic2-BD3 de fato interage de
forma analoga as BORG’s humanas, mas ndo foi possivel mostrar o mesmo para sua
homoéloga Gicl-BD3. A interagao de Gic2-BD3 com o coiled-coil heterodimérico de
septinas de levedura é um resultado inédito, contrapondo-se ao que foi observado por
Sadian et al. para a interagdo entre Cdc10 e Gicl, sua hombloga. Uma hipbtese que
explicaria ambos os resultados experimentais seria a de que as Gic’s interagem com
diferentes subunidades de Cdcs, podendo assim, a princ’ipio, ter a capacidade de distinguir
entre Cdcs livres de Cdcs polimerizadas. Isso seria Gtil num possivel mecanismo de
regulagdo de estruturas de septinas mediado por Gic’s.

Em estudos futuros pretende-se explorar mutagdes sitio-dirigidas em Cdc3C e
Cdcl12C e avaliar seus impactos na interagdo com os peptideos Gic-BD3.
Complementarmente, para fins de completeza, pode-se estudar também a interagdo de
Gic-BD3 com as septinas completas e/ou com os dom’inios C-terminais de outras
septinas de levedura (Cdc10, Cdcl1 e Shs1).
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