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RESUMO
PROJETO DE CURSO - IQWX01

TITULO: DINAMICA CONFORMACIONAL DOS DOMINIOS RRM1-2 DO REGULADOR POS-
TRANSCRICIONAL HuR

ALUNO: Kleber Avila Jendiroba

ORIENTADOR: Anderson de Sa Pinheiro, DBQ — Instituto de Quimica — UFRJ

O antigeno humano R (HuR) atua como regulador pds-transcricional da expressao génica através da sua
atividade estabilizadora de RNA mensageiro. HUR é composta por trés dominios funcionalmente distintos
denominados motivos de reconhecimento de RNA (RRM, do inglés “RNA Recognition Motif”). Os
dominios amino-terminais RRM1 e RRM2, dispostos em tandem, sdo responsaveis pela interacdo da
proteina com sequéncias ricas em adenina e uracila presentes na regido 3’ nio-traduzida do mRNA. O
presente trabalho teve como objetivo a caraterizacdo dindmica do dominio RRM1-2 de HuR por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e mobilidade idnica acoplada a espectrometria de massa (IM-
MS), buscando esclarecer o mecanismo pelo qual HUR reconhece de maneira especifica seus alvos de
RNA. Com base do RMN multimensional em alta resolucéo, foi possivel assinalar 98% das ressonancias
de RRM1-21.189, com exce¢do dos residuos Metl, Ile152, 1le179 e os artefatos de clonagem N- e C-
terminais. Durante o processo, foi observado a presenca de ressonancias extras no espectro de [*H,*N]
HSQC, sugerindo, pelo menos, uma segunda conformacdo minoritaria em solucdo. O fato dos
deslocamentos quimicos do RRM1 tanto isolado quanto no tandem RRMZ1-2 se mostrar semelhante,
sugere auséncia de contatos entre os dominios N-terminais. A regido N-terminal que € intrinsicamente
desordenada e o “linker” entre os dominios sdo altamente flexiveis, como demonstram os resultados de
dindmica. Além disso, as algas L3 (RRM1), L3’ e L5’ (RRM2) experimentam dindmica térmica. O valor
de tc estimado para RRM1-21.139 comparado a de uma proteina globular de massa molecular similar
sugere um comportamento dos dominios RRM1 e RRM2 como mddulos independentes em solucéo. O
tandem RRM1-21.189 Nd0 experimenta troca conformacional em regime intermediario, como indicam os
dados de dispersdo de relaxacdo. Porém, foi observado que determinados residuos apresentam, nas
frequéncias intermediarias, um aumento de R2*", sugerindo um regime de troca mais lento. Os dados de
ESI-IM-MS sugerem que RRM1-21.189 na forma livre apresenta trés conformac6es co-populadas. Esses
resultados sugerem que a dindmica na interacdo da HUR com seus substratos de RNA segue um
mecanismo de selecdo conformacional.
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1. Introducéo

1.1. Regulacéo pos-transcricional da expresséo génica

Os eucariotos empregam diversos mecanismos para controlar precisamente a
expressao génica, a fim de garantir o aproveitamento ideal da energia disponivel na célula
(MOORE, 2005). A regulagédo pos-transcricional da expressao génica, ou seja, aquela que
ocorre apos o evento da transcri¢ao, refere-se ao conjunto de mecanismos que atuam sobre
o0 mMRNA, regulando os seus niveis, e, consequentemente, a taxa de sintese proteica. Tais
mecanismos atuam sobre diversos processos celulares, como processamento, transporte,
localizagdo, estabilizacdo e degradacdo do mRNA (MIGNONE et al. 2002; DASSI &
QUATRONE et al. 2012). Dentre estes, o controle da taxa de degradacdo do mRNA
desempenha papel de destaque (BEVILACQUA et al. 2003)

A regulacdo pos-transcricional da expressao génica se inicia no nucleo com a adigéo
de um residuo de 7-metilguanosina a terminagao 5 (cap-5’), adigdo de uma cauda de
poliadeninas (poliA) a terminagao 3’, splicing e edigdo do pré-mRNA. Essas modificacdes
determinam a eficiéncia dos processos de transporte e traducéo, além de serem cruciais para
a manutencédo da estabilidade dos transcritos (MOORE, 2005; DASSI & QUATRONE et al.
2012). Os mRNAs eucaribticos possuem, além de suas sequéncias codificantes, regides
regulatérias nédo-codificantes presentes nas terminagdes 5 e 3 (UTRs — untranslated
regions). O controle pds-transcricional destes mMRNAs é desempenhado por UTRs
conservadas, os chamados elementos regulatérios de sequéncia nao-codificantes (USERs —
untranslated sequence elements for regulation) ou, simplesmente, elementos cis-regulatérios
(MIGNONE et al. 2002). Estas sequéncias especificas presentes nas UTRs sdo reconhecidas
por um repertério de fatores trans-regulatorios, incluindo proteinas que se ligam ao mRNA
(RBPs — RNA-binding proteins), que regulam o destino do mRNA na célula (GLISOVIC et al.
2008; CASTELLO et al. 2012). A interacdo entre elementos regulatérios cis e trans pode
resultar na degradacao, estabilizacdo, ou sequestro do mRNA, modulando assim a taxa de

traducdo (BEVILACQUA et al. 2003).



1.2. Elementos ricos em adenina e uracila

Os mRNAs eucariéticos apresentam um ou mais elementos cis-regulatérios em suas
sequéncias, o que permite que seu produto final seja encontrado em diferentes localizacdes
subcelulares e seja expresso em diferentes momentos do ciclo de vida das células (MOORE
et al. 2005). Alguns desses elementos regulatérios contém motivos de sequéncia bem
caracterizados, tais como: ARE (adenine and uracil-rich element), CPE (cytoplasmic
poliadenilation element), TER (translational control element), TOP (terminal oligo-pirimidine)
e BRUNO (AMALDI & PIERANDREI-AMALDI, 1997; DAHANUKAR & WHARTON, 1996; KIM-
HA et al., 1995; MENDEZ & RICHTER, 2001; SHAW & KAMEN, 1986)

Os AREs sdo os elementos cis-regulatérios mais estudados, sendo observados
principalmente nas regides 3’-UTR de mais de 4000 mRNAs (BARREAU et al. 2006). Eles
estdo normalmente associados a degradacdo do mRNA. Entretanto, isso é dependente da
sequéncia do transcrito, de forma que a presenca de AREs em mRNAs diferentes pode levar
a efeitos distintos (CHEN & SHYU, 1995).

Os AREs foram inicialmente identificados em mRNAs labeis que codificam proteinas
como citocinas (GILLIS & MALTER, 1991), fatores de crescimento (LEVY et al. 1996), proto-
oncogenes (RAYMOND et al. 1989), proteinas reguladoras do ciclo celular, mediadores da
inflamac&o e ativadores transcricionais (CAPUT et al., 1986; GILLIS & MALTER, 1991; CHEN
et al.,, 1994). O tamanho dos AREs ¢é variado, assim como a quantidade de adeninas e
uracilas. Apesar da auséncia de um dominio conservado, os AREs podem ser divididos em 3
grandes classes com base no ndmero e na distribuicdo do pentamero AUUUA (CHEN et al.
1994; CHEN & SHYU, 1995). Os AREs pertencentes a classe | contém varias coépias
subsequentes do motivo pentamérico AUUUA. Os AREs da classe Il apresentam alguns
motivos AUUUA intercalados com sequéncias ricas em uracila. Os AREs da classe Ill ndo
possuem motivos AUUUA e se caracterizam pela presenca de regibes ricas em uracila

(BARREAU et al. 2006).



1.3. Proteinas ligantes de mRNA

Em procariotos, a transcricao e a traducdo sdo processos acoplados fisicamente. Em
eucariotos, no entanto, estes ocorrem em compartimentos separados, nucleo e citoplasma,
respectivamente. Esse fato permite que os eucariotos realizem um extenso processamento
pés-transcricional do pré-mRNA, que ird produzir uma variedade de mRNAs a partir do
genoma, além de fornecer uma etapa adicional de regulacdo da expresséo génica (MOORE,
2005). As reacBes de processamento do mRNA, incluindo o splicing, edi¢céo e poliadenilagéo,
sdo iniciadas logo que o pré-mRNA emerge de seus locais de transcricdo. Essas reacfes sao
mediadas por complexos formados por proteinas ligantes de mRNA (RBPs) e RNAs de acao
trans, denominados de ribonucleoproteinas (RNPs). Portanto, as RBPs desempenham
diversas func¢des na biologia do mRNA, como splicing alernativo, edicdo do pré-mRNA,
exportagdo, localizagdo subcelular, turnover e traducdo (GLISOVIC et al. 2008; CASTELLO
et al. 2012).

Embora todas as RBPs se liguem a RNA, essa interagcdo ocorre com diferentes
afinidades e especificidades (BALTZ et al. 2012). Essa atividade é mediada por um namero
relativamente pequeno de ligantes de RNA, cujas propriedades s&o, adicionalmente,
moduladas por dominios auxiliares. Esses dominios podem também mediar interagfes das
RBPs com outras proteinas e, em alguns casos, estédo sujeitos a regulacdo por modificacéo
pos-traducional. Em vista disso, as células estdo capacitadas a gerar inUmeras RNPs de
composicdo e arranjos Unicos para cada substrato de mRNA (LUNDE et al. 2007). Elas,
ainda, podem ser remodeladas durante o curso de maturacdo do mRNA até a sua forma
funcional. As RBPs contém frequentemente um ou varios dominios ligantes de RNA. Alguns
desses dominios sdo bem caracterizados, por exemplo: dominio dedo de zinco (ZnF — zinc
finger motif) (KLUG, 2010), dominio de ligacao a dupla-fita de RNA (dsRBD - double stranded
RNA binding domain) (DOYLE & JANTSCH, 2002) e dominio de reconhecimento de RNA
(RRM — RNA recognition motif) (CLERY et al. 2008), sendo este 0 mais comum entre as

RBPs.



O genoma humano codifica mais de 800 RBPs diferentes (BALTZ et al. 2012;
CASTELLO et al. 2012). A maioria delas, como AUF-1, TTP e KSRP, sinalizam para a
desestabilizacdo e consequente degradacdo do mRNA (XIAO & WANG, 2011). Outras, como
TIA-1 e TIAR, estdo envolvidas no silenciamento da traducédo através do sequestro do mRNA
para granulos de estresse (BUCHAN & PARKER, 2009). As Unicas RBPs capazes de
estabilizar os transcritos de mMRNA e exercer efeitos positivos sobre a taxa de sintese proteica
sdo aquelas pertencentes a familia ELAV/Hu (Embryonic Lethal Abnormal Vision/Human
antigen proteins), especificamente o antigeno humano R (SRIKANTAN & GOROSPE, 2012)

(Figura 1).

Estabilizacdo Degradacgao

NS

O— CDS ARE — AAAAAAA
] ]

5.UTR 3-UTR

Figura 1: RBPs definem o destino do mRNA na célula. Representacdo esquematica do
MRNA eucariético maduro, evidenciando as regides nao-traduzidas (5’-UTR e 3’-UTR). Em
verde, a sequéncia codificante do mRNA. As regides 3’-UTR, em geral, contém os elementos
ricos em adenina e uracila (ARES), que precedem a cauda poliA do mRNA. Os AREs sédo
reconhecidos por uma gama de RBPs diferentes. A interacdo RBP-ARE define o destino do
MRNA nas células. Dependendo da natureza da RBP, a interagdo da mesma com os AREs
pode levar a trés processos distintos: degradacgédo, silenciamento e estabilizacdo do mRNA.



1.4. Antigeno humano R

O antigeno humano R (HUR) é uma proteina pertencente a familia ELAV/Hu de RBPs
humanas. Esta familia foi primeiramente descrita através da similaridade de sequéncia com
a proteina ELAV de Drospohila melanogaster, envolvida no desenvolvimento do sistema
nervoso central desse inseto. Em 1996, o ortélogo humano de ELAV foi clonado e
caracterizado (MA et al., 1996). O gene ELAVL1, localizado na regido cromossémica 19p13.2,
codifica uma proteina de 326 aminoacidos denominada de antigeno humano R (MA &
FURNEAUX, 1997).

Dentre os membros da familia ELAV/Hu, HUR, também conhecida como HuA, é o
Unico cuja expresséao se da de forma ubiqua. As demais proteinas pertencentes a esta familia
apresentam um padréo de expressao tecido-especifica. A HuB é encontrada em neurdnios e
gbnadas, enquanto a expressdo de HuC e HuD esta restrita a neurdnios (DESCHENES-
FURRY et al. 2006). A HuR é uma proteina de localizacao predominantemente nuclear.
Entretanto, ela sofre translocagéo para o citoplasma em resposta a estimulos especificos,
como os proliferativos e de estresse. No ndcleo, HuR participa da regulacéo dos eventos de
splicing e poliadenilagdo do pré-mRNA (DOLLER et al., 2008). No citoplasma, ela se liga a
uma gama de transcritos de mRNA através da interacdo com o0s AREs presentes
principalmente nas suas regides 3'-UTRs. A interacdo de HUR com AREs geralmente leva a
estabilizacdo dos transcritos, podendo estar acompanhada ou ndo do aumento da traducao
(HINMAN & LOU, 2008).

Dentre os mRNAs alvos de HuR, muitos codificam proteinas que participam de
processos essenciais para a formacéo e desenvolvimento de tumores, como citocinas, fatores
de crescimento, supressores tumorais, proto-oncogenes, proteinas reguladoras do ciclo
celular, de apoptose e enzimas inflamatdérias (DE SILANES et al. 2005). Em consonéncia com
sua funcao estabilizadora de mRNA, altos niveis de HuR foram encontrados no citoplasma
de células de diversos tipos de carcinoma e mesotelioma (BLAXALL et al. 2000; DENKERT

et al. 2004a; DENKERT et al. 2004b; DE SILANES et al. 2003). Dados clinicos mostram que



a superexpressao citoplasmatica de HuR estd relacionada com caracteristicas clinico-
patoldgicas especificas do tumor (tamanho e resisténcia a drogas), bem como com a baixa
sobrevida de pacientes (DENKERT et al. 2004a; DENKERT et al. 2004b). Neste contexto,
HuR surge como um potencial alvo terapéutico para o desenvolvimento de novas drogas anti-
cancer. A inibicdo de HuR através do composto MS-444, uma pequena molécula inibidora de
HuR, em células de carcinoma colorretal promoveu a diminui¢cdo do crescimento e aumento
de apoptose nessas células, confirmando a utilizacdo de HUR como uma estratégia
terapéutica efetiva contra o cancer (BLANCO et al., 2016).

A HuR possui cerca de 36 kDa e apresenta uma arquitetura tripartida formada por trés
dominios funcionalmente distintos (Figura 2). Esses dominios, conhecidos como RRM (do
inglés RNA recognition motif), constituem motivos estruturais de reconhecimento de RNA e
contribuem individualmente para a interacdo da proteina com seus substratos de mRNA. Os
dominios amino-terminais RRM1 e RRM2 estéo dispostos em tandem e sao responsaveis
pelo reconhecimento dos ARES, levando a estabilizacdo dos transcritos e modulagdo da
traducdo (DE SILANES et al. 2004; HINMANN & LOU, 2008). Ja o dominio carboxi-terminal
RRM3 contribui para a interacdo com a cauda poliA do mRNA e com outros ligantes de
natureza proteica (BRENNAN et al. 2000). Além disso, esse dominio apresenta uma atividade
3’ adenosiltransferasica capaz de promover o elongamento da cauda poliA (MEISNER et al.
2009) (Figura 2). Portanto, HuR é capaz ndao somente de reconhecer e se ligar, mas também
de modificar a sequéncia dos seus substratos de mRNA.

Os dominios amino-terminais RRM1-2 e o dominio carboxi-terminal RRM3 estéo
conectados através de uma sequéncia especifica conhecida como HNS (HuR nucleo-
cytoplasmic shuttling). Esta sequéncia é responsavel pela translocacéo de HuR entre o nucleo
e o citoplasma, de forma a estabilizar e aumentar a eficiéncia da tradugdo dos seus mMRNAs

(FAN & STEITZ. 1998a; FAN & STEITZ, 1998b) (Figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquemadtica da organizacdo em dominios de HuR. HuR
(aminoacidos 1-326) é formada por trés dominios RRM (RNA recognition motif)
funcionalmente distintos. Na figura, 0 dominio RRM1 (residuos 1-99) estd mostrado em azul,
0 dominio RRM2 (residuos 100-189) esta mostrado em ciano, enquanto o dominio RRM3
(residuos 239-326) esté evidenciado em verde. Os dominios amino-terminais RRM1-2 estdo
dispostos em tandem e sé@o responsaveis pela interacdo de HUR com os AREs presentes na
regido 3’-UTR do mRNA. O dominio carboxi-terminal RRM3 apresenta uma atividade 3’-
adenosil transferasica, suportada pela sua capacidade de interagdo com metal divalente, ATP
e a cauda poliA do substrato de mRNA. Os dominios N- e C-terminais estao unidos por uma
sequéncia chamada HNS (vermelho), responsavel pelo trafego da proteina entre o nucleo e
o citoplasma das células.

A homodimerizacdo tem sido descrita como um mecanismo necessario para que as
proteinas da familia HU/ELAV desempenhem suas funcdes fisiologicas (MEISNER et al.
2007). Interessantemente, os membros HuB, HUC e HuD homodimerizam via o dominio
carboxi-terminal RRM3. Recentemente, foi mostrado que o dominio RRM3 de HuR é capaz
de formar dimeros em solucdo (DIAZ-QUINTANA et al., 2015). Contudo, a contribuicdo dos
demais dominios para o processo de homodimerizagdo de HuR ainda permanece
desconhecida.

A estrutura cristalogréfica de HUR RRM1-2 mostra que esses dominios apresentam
um enovelamento candnico, caracteristico de dominios RRM, conhecido como sanduiche af,
cuja topologia é Bl-al-p2—B3—a2—B4 (WANG et al., 2013) (Figura 3). Diferentemente de

outros dominios RRM em tandem, a estrutura cristalogréfica de HUR RRM1-2 revela que, na

auséncia de ligante, a proteina adota uma conformacédo aberta, com auséncia completa de



contatos entre os dominios. Contudo, na presenca de RNA, a proteina adota uma
conformagdo fechada, onde os dois dominios se aproximam formando uma fenda
positivamente carregada responsavel pela ligagdo ao mRNA (WANG et al. 2013) (Figura 3).
A partir da comparacao destas estruturas, WANG et al. (2013) postularam que HuR interage
com seus substratos de mMRNA por meio de um mecanismo de ajuste induzido. Neste modelo,
HuR, na sua conformacdao aberta, se liga ao mMRNA através do dominio RRM1, de forma que
a energia liberada por esta ligagdo induz uma mudanca conformacional na proteina que leva
a interacdes adicionais do dominio RRM2 com o mRNA, dando origem a conformacéo

fechada.

Figura 3: Estrutura cristalografica dos dominios amino-terminais RRM1-2 de HuR na
auséncia e presenca de RNA. (A) Estrutura cristalografica dos dominios N-terminais RRM1-
2 de HuR no estado livre, evidenciando a auséncia de contatos entre os dominios e a
conformacgéo aberta adotada pela proteina (PDB 4EGL). O dominio RRM1 est& colorido em
cinza, enquanto o RRM2, em roxo. (B) Sobreposi¢éo entre a estrutura cristalografica dos
dominios RRM1-2 de HuR no estado livre e ligado ao substrato de RNA 5’-AUUUUUAUUU-
3’. A estrutura tridimensional dos dominios RRM1-2 ligados a RNA esta representada em tons
claros. Como em A, o dominio RRM1 estéa colorido de cinza e o dominio RRM2, de lilas. A
estrutura do substrato de RNA esté representada em ciano. No RNA, os &tomos de nitrogénio
estdo coloridos de azul, os de fosfato estdo coloridos de laranja e os de oxigénio, de vermelho.
A sobreposicdo das estruturas mostra a grande mudanca de conformacgdo ocorrida na
proteina com a formacédo do complexo RRM1-2:RNA. Na presenca do ligante, os dominios
RRM1-2 adotam uma conformacéo fechada (PDB 4EDS5) (WANG et al. 2013).



Evidéncias experimentais obtidas em solucéo a partir de medidas de espalhamento
de raios-X a baixo angulo (SAXS) indicam que ambas as conformacdes (aberta e fechada)
coexistem em equilibrio na auséncia do ligante (KIM et al. 2011). Isto sugere a participacéo
de estados conformacionais de maior energia e menos populados na dindmica de interacéo,
onde o ligante estabilizaria e selecionaria a conformag&o minoritéaria pré-existente. (BOEHR
et al. 2009). Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo a caraterizacdo da
dindmica conformacional do dominio RRM1-2 da HuR, a fim de esclarecer o mecanismo de

reconhecimento e interacdo com mRNA utilizado pela proteina.



2. Objetivo

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar a dinamica
conformacional dos dominios amino-terminais RRM1-2 da HUR por Ressonancia Magnética

Nuclear e mobilidade i6bnica acoplada a espectrometria de massa.

2.2. Objetivos especificos

v' Expressao dos dominios RRM1-2 de HuR;

v’ Purificacdo dos dominios RRM1-2;

v Assinalamento sequencial das ressonancias de HUR RRM1-2;

v’ Caracterizagdo da dinamica interna de HUR RRM1-2 por Ressonancia Magnética
Nuclear,;

v Caracterizagdo do equilibrio conformacional de HUR RRM1-2 por meio de

mobilidade i6nica acoplada a espectrometria de massa,;
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3. Material e métodos

3.1. Material
3.1.1. Meio Luria-Bertani (LB)

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) composto de
triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 5 g/L (Sigma). O meio LB sdélido foi acrescido
de agar 15 g/L. Os meios seletivos foram adicionados de canamicina 100 yg/mL. O estoque
do antibiotico foi preparado em agua milliQ e esterilizado por filtragdo em membrana de 0,22

MM em uma concentragdo de 100 mg/mL.

3.1.2. Meio minimo (M9)
O meio minimo de cultura (M9) foi constituido de Na,HPO4 48 mM, KH,PO4 22 mM,
NaCl 8 mM, MgSO,4 2 mM, CaCl, 0,1 mM, Tiamina (vitamina B1) 0,04 mM, Glicose-*C 3g e

15NH4CI 1 g.

3.1.3. Cepas bacterianas

Duas cepas bacterianas foram utilizadas, uma para armazenamento e propagac¢ao
dos plasmideos e outra para a expresséo da proteina. Ambas as cepas foram cedidas pela
professora Bianca Cruz Neves do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. A cepa Escherichia coli DH5-a [gendtipo: F-
¢80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A- thi-1
gyrA96 relAl] foi utilizada para estoque plasmidial, enquanto a cepa E. coli BL21(DE3)
[gendtipo: F— ompT hsdSB(rB—, mB-) gal dcm (DE3)] foi utilizada para expressédo das

proteinas recombinantes.
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3.2. Métodos

3.2.1. Clonagem dos dominios RRM1-2 da HUR

A sequéncia de DNA que codifica os dominios amino-terminais RRM1-2 da HuR
(residuos 1-189) foi clonada no vetor de expressdo bacteriano RP1B pela empresa
especializada Genscript USA. O vetor RP1B fusiona a proteina de interesse a uma cauda
amino-terminal formada pelos seis primeiros aminoacidos da Tioredoxina de E. coli (Tios)
seguidos de seis histidinas (Hiss) e um sitio de clivagem para a protease TEV (Tobacco Etch
virus) (MGSDKIHHHHHHENLYFQGHM), além de uma cauda carboxi-terminal ndo-clivavel

de seis histidinas (Hiss) (LEHHHHHH) (PETI & PAGE, 2007).

B

AMGSDKIHHHHHHENLYFQGH

E
Not | (5164)
ho 1{5173)

KanR

Tiog|Hisg| TEV |RRM1-2, 15 |HisSg

Lacl 5247 pb

MGSDKIHHHHHHENLYFQGHMMSNGYEDHMAEDCRGDIGRTNLIVNYLPQN
MTQDELRSLFSSIGEVESAKLIRDKVAGHSLGYGFVNYVTAKDAERAINTL
NGLRLQSKTIKVSYARPSSEVIKDANLYISGLPRTMTQKDVEDMFSRFGRI
INSRVLVDQTTGLSRGVAFIRFDKRSEAEEAITSFNGHKPPGS SEIAVKFA
ANPNQLEHHHHHH

Figura 4: Representacdo esquematica da construcdo Hiss-RRM1-2:.150. (A) Mapa de
restricdo do vetor RP1B utilizado na clonagem dos dominios RRM1-2 de HuR, evidenciando
o sitio de multi-clonagem, o marcador seletivo e a cauda amino-terminal TiogHiss-TEV. (B)
Representacdo esquematica da proteina de fusédo expressa em E. coli. Os dominios RRM1-
2 de HuR foram fusionados a uma cauda N-terminal contendo os seis primeiros amino&cidos
da tioredoxina bacteriana (TrxA), seguidos de seis histidinas e um sitio de clivagem para a
protease TEV. Além disso, o vetor RP1B também fusiona a proteina de interesse a uma cauda
C-terminal nédo-clivavel de seis histidinas. (C) Sequéncia primaria da proteina de fuséo
expressa em E. coli (~24,6 kDa). Em roxo, os seis primeiros aminoacidos da TrxA. Em azul,
as caudas de histidinas N- e C-terminais. Em vermelho, o sitio de clivagem para TEV. Apos
clivagem da cauda N-terminal, a construcdo RRM1-2;.1g9 passou a apresentar uma massa
molecular de ~22,3 kDa.
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3.2.2. Transformacg&o bacteriana

Descongelou-se 200 pL de uma cultura de E. coli BL21 (DE3) quimicamente
competente em banho de gelo. Um volume de 2 uL de DNA plasmidial (a concentracao de
~35 ug/mL) foi adicionado a suspenséao de células. A transformacéo bacteriana procedeu por
choque térmico. A amostra foi primeiramente incubada a 4°C por 30 min e, posteriormente, a
42°C por 45 s, seguido de incubacdo a 4°C por 2 min. A suspens&o bacteriana, foram
adicionados 800 pL de meio LB liquido e a amostra foi incubada a 37°C por 1 h sob agitacdo
de 200 rpm. ApGs esse periodo, as células foram centrifugadas a 10.000 X g por 10 min a
4°C. Foram retirados 950 pL do sobrenadante e o precipitado resultante foi ressuspendido
em 50 pL de meio restante. As bactérias transformadas foram plaqueadas em meio LB sélido
seletivo, contendo canamicina 100 pug/mL, e incubadas a 37°C por 16 h até que formassem

colbnias macroscopicas.

3.2.3. Expressao de RRM1-2;.1g9

Células de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo RP1B-RRM1-21.159
foram cultivadas em 4 mL de meio LB liquido seletivo, contendo canamicina 100 pg/mL, por
6 h a 37°C sob agitacédo de 200 rpm. Apés esse periodo, 100 pL da cultura bacteriana foram
inoculados em 20 mL de meio M9 marcado com **C-glicose 3 g/L e/ou *>*NH4Cl 1 g/L, contendo
canamicina 100 pug/mL. A cultura bacteriana foi crescida por 16 h a 37°C sob agitacéo de 200
rpm. Em seguida, 10 mL dessa cultura foram inoculados em 500 mL de meio M9 com *3C-
glicose e ®NH,Cl para experimentos de assinalamento, e apenas com ®NH;Cl para
relaxacdo. As células foram crescidas a 37°C sob agitacdo de 200 rpm até que atingissem
densidade 6tica de, aproximadamente, 0,6 a 600 nm (D.O.s00). Nesse momento, a expresséo
da proteina foi induzida com adicao de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) (Sigma)
0,5 mM a cultura bacteriana. As células foram crescidas por 4 h adicionais a 37°C sob
agitacdo de 200 rpm. Ao final da expressao, as células foram coletadas por centrifugacao a
7673 X g a 4°C por 30 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet resultante foi
ressuspendido em 50 mL de tampé&o de lise [Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, Triton
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X100 0,1 %, imidazol 5 mM, ditiotreitol (DTT) 5 mM]. As células foram lisadas por sonicagcéo
realizada em ciclos (1’ de sonicagdo em amplitude de 45% seguido de 1° em banho de gelo)
utilizando um sonicador modelo DESRUPTOR da Ultronique. Em seguida, o debris celular foi

removido por centrifugacédo a 7673 X g a 4°C por 30 min.

3.2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS
PAGE)

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢bes desnaturantes (SDS

PAGE) foi realizada conforme descrito por LAEMLI (1970) (He, F. (2011). Laemmli-SDS-

PAGE. Bio-protocol Bio101: e80. http://www.bio-protocol.org/e80) utilizando o sistema Mini-

PROTEAN Tetra (BioRad). Os géis de corrida foram preparados a partir da mistura de N,N'-
metileno-bis-acrilamida 0,8% e acrilamida 30% (p/v). O gel fracionador (15%) foi preparado
adicionando-se a essa mistura Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8) e SDS 0,01% (p/v). A polimerizacao
do gel se deu pela adicdo de persulfato de aménio P.A. (APS, do inglés ammonium persulfate)
10% e TEMED (Sigma). O gel concentrador (4%) foi preparado como descrito para o gel
fracionador, porém utilizando Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8). Os volumes dos materiais utilizados
para a preparagdo dos géis de eletroforese estdo descritos na Tabela 1. Os géis de
eletroforese foram corridos a 25 mA/gel durante 1 h em tampéo de corrida [Tris-HCI 25 mM
(pH 8,3), glicina 250 mM e SDS 0,1%]. Ap6s a separacao eletroforética, as proteinas foram
visualizadas por coloracdo com Comassie Blue R-250 (Vetec) por 15 min.

Tabela 1: Materiais utilizados na preparacdo dos géis para SDS PAGE

Gel Fracionador

Reagente 12% 15% Gel concentrador 4%

volume (mL) volume (mL) volume (mL)
Agua destilada 1,67 1,15 1,22
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 1,25 1,30 .
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 - - 0,5
SDS 10% 0,05 0,025 0,02
Bis-acrilamida 0,8%,
acrilamida 30% 2,0 2.5 0,26
APS 10% 0,05 0,05 0,02
TEMED 0,01 0,01 0,002
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3.2.5. Purificagdo de RRM1-21.1g9

A primeira etapa de purificacdo de RRM1-2;.189 consistiu em uma cromatografia de
afinidade a niquel. O processo foi realizado com auxilio de uma coluna HisTrap HP (GE
Healthcare) acoplada a um sistema de purificacdo FPLC Akta Prime plus (GE Healthcare).
Apos a lise celular, o sobrenadante contendo a proteina de interesse foi filtrado em membrana
de poro 0,22 um e aplicado na coluna cromatografica, previamente equilibrada em tampéao A
[Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 5 mM e DTT 5 mM]. A coluna foi entdo
lavada com o mesmo tampéo até que o tracado de absorbancia a 280 nm atingisse os valores
dalinha base, a fim de remover os contaminantes que ndo interagiram com a resina de niquel.
Em seguida, a proteina de interesse foi eluida com um gradiente continuo de imidazol que
variou de 5 a 500 mM. O gradiente foi criado a partir da mistura linear de tampao A com
tampéao B [Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 500 mM, imidazol 500 mM e ditiotreitol (DTT) 5
mM]. Fracdes de 1 mL ao longo do cromatograma de eluicdo foram coletadas e analisadas
por SDS PAGE. As fragBes que continham a proteina de interesse foram unidas e incubadas
com a protease Hise-TEV Nla (S219V) por 16 h a uma razdo molar de 1.5 (TEV:RRM1-21.1s9),
para separagdo da cauda amino-terminal Hiss. Simultaneamente, a amostra foi dialisada a
4°C contra tampé&o [Tris-HCI 50 mM (pH 8,8) e DTT 5 mM] para a remocéao do imidazol e do
sal. Em seguida, a separacdo de RRM1-21.159 da protease Hise-TEV e da cauda Hiss se deu
por cromatografia de troca anibnica realizada em coluna HiPrep Q FF 16/10 (GE Healthcare)
acoplada a um sistema de purificacdo FPLC Akta Prime plus (GE Healthcare). A amostra de
proteina foi aplicada na coluna cromatografica equilibrada em tampao [Tris-HCI 50 mM (pH
8,8) e DTT 5 mM]. A coluna foi lavada com o mesmo tampéo até que a absorbancia a 280
nm atingisse valores similares aos da linha base. A eluicdo de RRM1-21.1g9 foi feita através
de um gradiente continuo de NaCl que variou de 0 a 1 M. O gradiente foi criado a partir da
mistura linear do tamp&o de equilibrio e o tampéao [Tris-HCI 50 mM (pH 8,8), DTT 5 mM e
NaCl 2 M]. Posteriormente, as fracdes contendo a proteina de interesse, identificadas por
SDS PAGE, foram unidas e concentradas por ultrafiltracdo em sistema Centricon (Millipore)
com membrana de porosidade de 3000 Da. Por fim, a amostra de proteina foi submetida a
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uma etapa de cromatografia por exclusdo molecular utilizando uma coluna Superdex 75 PG
HiLoad 16/60 (GE Healthcare) acoplada em um sistema de purificacdo FPLC Akta Prime plus
(GE Healthcare) equilibrada em tampéo fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM e
DTT 5 mM. As fracBes contendo a proteina de interesse foram identificadas por SDS PAGE,
unidas e concentradas. A concentracdo final da amostra foi determinada

espectrofotometricamente pelo método de Pierce 660 nm.

3.2.6. Dosagem de proteinas

A concentracdo da amostra de proteina foi determinada através de método
colorimétrico utilizando o reagente Pierce 660 nm Protein Assay (Thermo Scientific). Em uma
placa de 96 pogos, foram adicionados 10 uL da amostra. A esse volume, foram adicionados
50 uL do reagente de Pierce e a mistura reacional foi incubada por 5 min ao abrigo da luz. A
absorbancia das amostras foi medida a 660 nm utilizando um espectrofotometro da Molecular
Devices modelo SpectraMax M2°¢. Cada ensaio foi realizado em triplicata. As concentracoes
das amostras de proteina foram determinadas com base em uma curva padréo realizada com

albumina bovina sérica (BSA) na faixa de 0,025 a 2 mg/mL.

3.2.7. Analise por espectrometria de massa (MS)

O grau de pureza e a massa molecular de RRM1-2;.1g90 foram determinadas por
espectrometria de massa MALDI-TOF. A amostra purificada de RRM1-2:189 a uma
concentracdo de 700 uM em tampéo acetato de aménio (pH 7,2) foi diluida em &gua ultrapura,
até concentracédo de 10 uM — 50 uM, e misturada a uma razéo de 1:1 com uma matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico dissolvida em acetonitrila (1/3 v/v) e TFA a 3% (5/1 v/v). Os
dados de MS foram adquiridos em um espectrémetro Bruker Utraflex Il utilizando modo linear

e um intervalo de m/z de 4000 a 30150.
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3.2.8. Aquisic¢éo dos dados de RMN

Os espectros de RMN foram adquiridos a 25°C em espectrémetros Bruker Avance lll
800 e 700 MHz utilizando sondas de tripla ressonancia de deteccédo inversa com gradiente
no eixo z TXI HCN (Bruker Biospin). Os experimentos utilizados na etapa de assinalamento
sequencial das ressonancias foram adquiridos com uma amostra purificada de **C/*N-
RRM1-21.189 @ uma concentracdo de 900 uM em tampao fosfato de sédio 20 mM (pH 6,0),
NaCl 100 mM, DTT 5 mM, 2H,0 10% (v/v). Enquanto, os experimentos de relaxacéo do nicleo
de N foram adquiridos com uma amostra purificada de ®N-RRM1-2;.159 @ concentragdo de
200 pM no mesmo tampédo. Os espectrometros estdo localizados no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas do Instituto de Bioquimica Médica da UFRJ. A
aquisicao e o processamento dos espectros de RMN foram realizados com os programas Top

Spin 3.1 (Bruker Biospin) e NMRPipe (DELAGLIO et al., 1995)

3.2.9. Assinalamento sequencial das ressonancias

O assinalamento sequencial das ressonancias da cadeia principal dos dominios
RRM1-2;.189 (*HN, 15N, 13C1, 1HC, 13CP, 13C’) foi feito com base nos seguintes experimentos de
RMN: 2D [*H,®*N] HSQC (8 acumulagdes por incremento em t1, 2048 pontos coletados na
dimenséo F, e 512 pontos em F1), 3D HNCACB (16 acumulacdes, 1024 pontos em F3, 54
pontos em F» e 80 pontos em F;), 3D CBCA(CO)NH (16 acumulacdes, 1024 pontos em Fs,
54 pontos em F, e 80 pontos em F3), 3D HNCO (8 acumulagbes, 1024 pontos em Fs, 56
pontos em F, e 80 pontos em F1) e 3D HNCACO (32 acumulagbes, 1024 pontos em F3, 56
pontos em F, e 80 pontos em F1) (SATTLER et al. 1999). Os espectros foram analisados
utilizando o programa CARA 1.8.4.2 (http://cara.nmr.ch/doku.php). Os deslocamentos
guimicos de hidrogénio foram calibrados diretamente utilizando DSS (acido 4,4-dimetil-4-
silapentano-1-sulfénico) 1 mM como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos de **N e
13C foram calibrados indiretamente utilizando a raz&do das constantes giromagnéticas entre

os nucleos.

17


http://cara.nmr.ch/doku.php

3.2.10. Medida dos parametros de relaxagéo

A dindmica molecular da cadeia principal de RRM1-21.1g9 foi inferida a partir da medida
dos parametros de relaxacéo dos nucleos de °N: R1, R, e {*H}-*N NOE (STONE et al. 1992).
Todos os experimentos foram adquiridos com 16 acumula¢des por incremento em t1, 1024
pontos na dimensdo F, (*H) e 256 pontos na dimensdo Fi (**N). A taxas de relaxacdo
longitudinal (R:) foram determinadas a partir das intensidades dos sinais medidos em 8
espectros de correlacdo heteronuclear [*H, °N] coletados com os seguintes tempos de
relaxagao: 20, 100, 300, 500, 750, 1000, 1250 e 1500 ms. Enquanto, as taxas de relaxacdo
transversal (R2) foram determinadas a partir das intensidades dos sinais de 8 espectros
coletados com os seguintes tempos de relaxacéo: 16,96, 33,92, 50,88, 84,80, 101,76, 135,68,
169,60 e 203,52 ms. Entre cada acumulacéo, foi dado um intervalo de tempo de 1,3 s para
os experimentos de R; e de 3,0 s para os experimentos de R, a fim de garantir a recuperagéo
completa da magnetizacédo dos nucleos de hidrogénio. O {*H}-*®N NOE foi adquirido com e
sem pré-saturacao dos nucleos de hidrogénio, de maneira intercalada. Para garantir que os
NOEs maximos fossem desenvolvidos antes da aquisicdo do experimento, foi dado um
intervalo de 5 s entre cada acumulacdo. Os experimentos de Ri, Rz e {*H}-1°*N NOE foram
realizados em versdes pseudo-3D, onde a terceira dimenséo corresponde aos diferentes

tempos de relaxagéo, e convertidos em conjuntos de espectros 2D durante o processamento.

3.2.11. Analise dos dados de relaxacéo

Os valores das taxas de relaxagédo (R: e R2) foram obtidos a partir do ajuste das
intensidades das ressonancias presentes nos espectros de correlacdo heteronuclear [*H, °N]
em funcdo dos tempos de relaxacdo (T) empregando uma equacdo de decaimento
monoexponencial de dois parametros (STONE et al., 1992).

I(T) = Iy exp(—Ry,T)
Onde I(T) refere-se a intensidade apds um intervalo de tempo (T) e I, a intensidade

no tempo zero. Os valores dos {*H}-'®°N NOE foram obtidos a partir da razdo entre as
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intensidades dos sinais presentes nos espectros coletados com e sem saturacdo dos
hidrogénios, conforme a equacao abaixo (STONE et al. 1992).
NOE = Isqt/leq
Os erros experimentais foram calculados a partir do desvio-padrdo do ruido em
relacdo as intensidades dos sinais de ressonéancia aferidas nos espectros de Ti e Ty,

conforme a equagéao abaixo.

1 Desvio padraogyido
Erro = ( )

Tempo de Relaxagdo (s)/ Intensidadegrmi—2, g0

Onde Tempo de Relaxacio (s) refere-se ao tempo de relaxacdo do espectro
escolhido; Desvio padriog,iq,, @0 desvio-padrdo calculado para o ruido do espectro
escolhido e Intensidadegrpmi-2,_,4,+ @ iNtensidade dos sinais referentes aos residuos de
RRM1-21.1g0.

No caso do {*H}-**N NOE, foram utilizados os desvios-padréo do ruido de fundo dos
espectros saturado e referéncia. Para o calculo do desvio-padrdo, aproximadamente 500
picos, positivos e negativos, que ndo se encontravam préximos aos sinais da amostra e ao

sinal da 4gua foram utilizados (FARROW et al., 1994).

Desvio padrioX%E Intensidade
ANOE = L Ruido _ NOEZ x Desvio padrioret,
Intensidadeg,y (Intensidadeg,y)

Onde Desvio padrioy2h, refere-se ao desvio-padrdo calculado para o ruido do

espectro saturado; Intensidadeg,r, @ intensidade dos sinais referentes aos residuos de

RRM1-21.189 NO espectro referéncia; Intensidadeyog, & intensidade dos sinais referentes aos

Ref

residuos de RRM1-21.189 NO espectro saturado e Desvio padriog,;,,.

ao desvio-padréo
calculado para o ruido do espectro referéncia.
O tempo de correlagéo rotacional (tc) foi estimado para RRM1-21.189, bem como para

os dominios RRM1 e RRM2 isolados, a partir dos valores médios de T:1 e T, considerando

apenas os residuos envolvidos em estrutura secundéria, conforme a equacao abaixo.
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Onde vy é a frequéncia de ressonancia do ntcleo de **N medidaem Hz e T; e T, séo
os valores médios das taxas de relaxacdo do nucleo de **N (excluindo os residuos presentes
em regibes flexiveis da proteina) (KAY et al. 1989). Os dados foram analisados utilizando o

programa CcpNmr Analysis 2.4.1 (VRANKEN et al., 2005).

3.2.12. Analise dindmica por dispersao de relaxacéao

Movimentos internos da cadeia polipeptidica que ocorrem na escala de mili- a
microssegundos e sdo comumente descritos como troca conformacional foram inferidos a
partir de experimentos de dispersédo de relaxagdo via CPMG (CARR & PURCELL, 1954;
MEIBOOM & GILL, 1958) (DR CPMG). Os perfis de dispersao de relaxacdo foram adquiridos
em dois campos magnéticos diferentes (11,7 e 16,5 T), utilizando uma sequéncia de pulsos
CPMG do tipo “relaxagcao compensada” (LORIA et al. 1999). Os experimentos DR CPMG
foram adquiridos utilizando a abordagem de tempo constante. Neste esquema, um tempo de
relaxacdo via CPMG é definido (Treiax) Na sequéncia de pulso e somente o parametro de
frequéncia de CPMG (vcpmc) € modificado. Cada valor de vepws resulta em um Gnico espectro
e o valor de intensidade de cada ressonancia é medido. Doze espectros com valores de vcpvc
entre 50 e 1000 Hz (Trax = 40 ms) foram coletados. Além disso, um espectro referéncia foi
adquirido a Trwax = 0, fornecendo os valores de intensidade lo. As intensidades foram

convertidas em R; efetivo (R2®") utilizando a seguinte equacao:

-1 I (VCPMG)
Rgff (VCPMG) = (_) In I—
0

T
Onde Treiax € 0 tempo total do periodo de refoco CPMG (40 ms), € lo € li(vcpme) S80

as intensidades das ressonancias a auséncia e na presenca do periodo de refoco CPMG.
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3.2.13. Analise conformacional por mobilidade ibnica acoplada & espectrometria

de massa (IM-MS)

Um espectrdmetro de massa acoplado & mobilidade ibnica apresenta uma camara de
mobilidade idnica localizada anteriormente ao analisador de massa. lons gasosos, de um gas
inerte, sdo injetados dentro da cela de mobilidade ibnica e acelerados por um campo eléctrico
fraco. Devido isso, colisdes de baixa energia podem ocorrer entre 0s ions e 0 gas. Quanto
maior for a se¢do transversal do ion, maior sera o nimero de colisées que este faz com o
gas. O aumento do numero de colisbes promove perda de energia dos ions que,
conseguentemente, levam mais tempo para atravessar a cela de mobilidade idnica ("tempo
de deriva”). Por conseguinte, os ions sao injetados no analisador de massa e separados na
razd8o m/z. O espectro tridimensional obtido consiste nas informac¢des de massa, tempo de
deriva e intensidade relativa (LANUCARA et al. 2014; KONIJINENBERG et al. 2013).

A amostra purificada de RRM1-21.19 @ 700 UM preparada em tampé&o acetato de
ambnio 20 mM (pH 7,2) foi injetada no espectrémetro Synapt Il HDMS (Waters Co., MA, EUA).
Este espectrometro é equipado com um ionizador nano-eletronspray e possui uma cela de
TWIMS (traveling wave ion mobility spectrometry) posicionada entre 0 analisador quadrupolo
e o0 analisador do tipo TOF. Os espectros foram adquiridos por infusdo direta com um fluxo
de 1 pL.mint em um intervalo de m/z de 300 a 4000. O ion [M+H]*'° foi selecionado no
guadrupolo e analisado na cela T-wave e, posteriormente, no analisador TOF. O programa

Driftscope 2.1 foi utilizado para o processamento e analise dos dados.
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4, Resultados e Discusséo

4.1. Purificacdo de RRM1-21.159

A proteina recombinante foi purificada por uma combinacdo de técnicas
cromatogréficas. O primeiro passo do processo de purificagdo consistiu em uma
cromatografia de afinidade a niquel, uma vez que a constru¢do Hiss-RRM1-21.189 pOSSuUIi
caudas de polihistidinas (Hiss). Este processo de purificacdo baseia-se na interacdo dos
residuos de histidina com o ion metéalico imobilizado ao grupo acido iminodiacético da resina
cromatogréfica. As histidinas sdo os aminoacidos que interagem mais fortemente com esse
tipo de complexo metalico porque o grupo imidazol € doador de elétrons e forma ligagbes de
coordenacdo com o metal de transicdo imobilizado. Uma vez que a proteina com a cauda
Hise € capturada pela resina e separada do extrato proteico, esta pode ser eluida rompendo-
se a interacdo com a resina por afinidade com um competidor (imidazol) ou por diminuigdo
do pH (BANEYX, 1999).

A construcdo Hise-RRM1-21.1g9 foi eluida da coluna cromatogréfica utilizando um
gradiente continuo de imidazol. A Figura 5A mostra o cromatograma de eluigdo, onde sé&o
observados dois picos nas concentragfes de ~94 e ~177 mM de imidazol, respectivamente.
A constituicdo proteica das amostras referentes aos picos de eluicdo foi avaliada por SDS
PAGE. A eletroforese mostrou a presenca de uma banca majoritaria correndo ligeiramente
acima de 25 kDa, correspondente a proteina de fusdo (Hiss-RRM1-21.159) (Figura 5B).

O proximo passo no processo de purificagdo consistiu em submeter a amostra de
proteina a clivagem com a protease TEV (BLOMMEL & FOX, 2007). Esta protease é muito
utilizada para a remocao de caudas de purificacdo de proteinas recombinantes por ser
extremamente especifica— reconhece a sequéncia heptapeptidica (EXXYXQ*S/G) (X pode
ser qualquer residuo) (CARRINGTON & DOUGHERTY, 1988), além de ser ativa em baixas
temperaturas e na presenga de varios inibidores normalmente adicionados durante o

processo de purificacéo.
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Figura 5: Purificagdo de Hiss-RRM1-21.180 por cromatografia de afinidade a niquel. (A)
Cromatograma de eluicdo de Hiss-RRM1-2:.189 da coluna de afinidade His-Trap HP (GE
Healthcare), evidenciando dois picos em 94 mM (P1) e 177 mM (P2) de imidazol,
respectivamente. Em preto, o tracado de absorbéncia a 280 nm. Em cinza, o gradiente de
imidazol. (B) Andlise por SDS PAGE das fracdes coletadas em (A). PM: padrdo de massa
molecular; FT: flow-through; L: lavagem com tampé&o A [Tris-HCI| 50 mM (pH 8,0), NaCl 500
mM, imidazol 5 mM e DTT 5 mM]; 1: constituicdo proteica de P1 (~94 mM imidazol); 2:
constituicdo proteica de fragbes coletadas ao longo de P2 (~144 mM imidazol); 2M: lavagem
da coluna com tampéo imidazol 2 M (pH 8,0). A proteina de fusé&o foi eluida ao longo de P2
e corre como uma banda acima de 25 kDa no gel de SDS PAGE.
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A eficiéncia da clivagem da construcdo Hiss-RRM1-2:.99 pela protease TEV foi
verificada por SDS PAGE (Figura 6). Ap6s o tratamento com TEV, a banda de 25 kDa,
referente ao pico de eluicdo da cromatografia de afinidade a niquel (~177 mM de imidazol),
migrou para menor massa molecular (~25 kDa), o que pode ser explicado pela perda da
cauda N-terminal Hiss. Esses resultados sugerem que o protocolo estabelecido possibilitou a

clivagem completa da construcdo Hise-RRM1-21.1g9.

Figura 6: Clivagem de Hise-RRM1-21.180 cOm a protease TEV. A clivagem da cauda N-
terminal Hiss foi realizada por incubagé@o com a protease TEV (razdo molar 1:5) a 4°C durante
24 h. O acompanhamento da eficiéncia de clivagem foi feito através de SDS PAGE. PM:
padrao de massa molecular; -TEV: amostra de proteina na auséncia de TEV; +TEV: amostra
apos 24 h de incubagdo com TEV. A migracdo da banda proteica para menor massa
molecular (~25 kDa) indica clivagem completa apés 24 de incubacgéo. A banda em ~28 kDa
no poco (+TEV) se refere a protease TEV.

As amostras contendo a construgdo RRM1-2;1.1g9 clivada foram submetidas a uma
segunda etapa de purificacdo por cromatografia de troca anidnica. Esse procedimento teve
como objetivo separar a proteina de interesse da cauda Hisg livre e da protease TEV. A Figura
7A mostra o cromatograma de eluicdo, onde se observa um Unico pico na concentracao de
132 mM de NaCl. A avaliagdo do conteudo proteico deste pico de eluicdo por SDS PAGE
evidenciou a presenca de RRM1-21.1g9 (~25 kDa) (Figura 7B).

A amostra de RRM1-21.1g9 foi entdo submetida a uUltima etapa de purificagdo por
cromatografia de exclusdo molecular. A Figura 8A mostra o cromatograma de eluicdo da
etapa de gel-filtracdo. Observa-se a presenca de um Unico pico de eluicdo em um volume de
retencdo de 68 mL, o que é compativel com o esperado para uma proteina de ~25 kDa no
seu estado monomérico. A analise por eletroforese revelou a presenca de uma banda proteica

de 25 kDa correspondente a construcao RRM1-21.1g9 (Figura 8B).
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Figura 7: Purificagdo de RRM1-21.1g9 por cromatografia de troca anidnica. Cromatograma
de eluicdo de RRM1-2;1.159 da coluna de troca anidnica HiPrep Q FF 16/10 (GE Healthcare),
evidenciando um Unico pico em 132 mM de NaCl. Em preto, o tracado de absorbéancia a 280
nm. Em cinza, o gradiente de NaCl. (B) Analise de pureza das facbGes coletadas em (A)
através de SDS PAGE. PM: padrdo de massa molecular; 1: constituicdo proteica das fracdes
coletadas ao longo de P1 (~132 mM NacCl), mostrando uma banda majoritaria em ~25 kDa
correspondente @ RRM1-2;.1g9.
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Figura 8: Purificacdo de RRM1-21.1g9 por cromatografia de gel-filtragdo. Cromatograma
de eluicdo de RRM1-2:.189 da coluna de gel-filtracdo Superdex 75 16/10 (GE Healthcare),
evidenciando um Unico pico em 68 mL. A purificacao foi realizada em tampao fosfato de sodio
20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM e DTT 5 mM. Em preto, o tragcado de absorbancia a 280 nm.
De acordo com a curva de calibragdo da coluna cromatogréfica, este volume eluigdo (68 mL)
€ condizente com um monémero globular de ~25 kDa. Inset: Andlise por SDS PAGE das
fracOes coletadas durante a etapa de purificagdo. PM: padrdo de massa molecular; 1:
constituicdo proteica fragdo correspodendente a P1 (68 mL), evidenciando a amostra de
RRM1-21.159 purificada.

A fim de analisar o grau de pureza da amostra de RRM1-2;.1g9, €xperimentos de
MALDI-TOF MS foram realizados (Figura 9). O espectro de MALDI-TOF MS mostrou a
presenca de trés picos correspondentes as formas mono-, dupla- e triplamemente carregadas
de RRM1-2;:.150. Além disso, 0 espectro mostrou auséncia total de outros sinais relativos a
potenciais contaminantes, sugerindo o alto grau de pureza da amostra. A massa molecular

média observada foi de 22335.7 Da, 0 que esta de acordo com a massa tedrica esperada de

22341.1 Da (Figura 9).

26



+MS, Smoothed (0.00,1,GA), Baseline subtracted(0.80)
[M+2H]*

r—

s 40004 11166.41
<
D J
— 3000

@ ]
S .
T 2000 ) [M+H]*
0 ] [M+3H] 22335.71

o 1 7439.82
= 1000 -
E J

0 -

5000 10000 15000 20000 25000 m/Z

Figura 9: Andlise da pureza de RRM1-2;.150 por MALDI-TOF MS. A massa molecular média
e a pureza de RRM1-2;:39 foram determinadas por MALDI-TOF MS utilizando um
espectrémetro Bruker Ultraflex 1l em modo linear. Os ions precursores [M+2] e [M+3] foram
detectados. A massa molecular média observada foi de 22335.7 Da, enquanto a massa
molecular média tedrica é de 22341.1 Da.

4.2. Assinalamento sequencial das ressonancias de RRM1-2;.159

4.2.1. *H1D RMN

A Figura 10 mostra o espectro unidimensional de RMN de hidrogénio obtido para a
amostra purificada de RRM1-21.159. ESte espectro é compativel com o de uma proteina bem
enovelada, mostrando sinais de RMN com linhas finas e uma grande dispersao de
deslocamento quimico na regido dos hidrogénios amidicos (10-6 ppm). Além disso, a
presenca de sinais abaixo de O ppm, referentes a hidrogénios de metilas proximos
espacialmente a anéis aromaticos (ring current shifts) presentes no cerne hidrofébico da

proteina confirma o estado enovelado deste dominio.
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Deslocamento quimico de 'H (ppm)

Figura 10: Espectro 1D 'H de RRM1-21.150. A grande dispersdo de deslocamento quimico,
assim como a distribuicdo homogénea das intensidades no espectro, indica que os dominios
RRM1-2:.99 encontram-se bem enovelados em solugdo, dessa forma o0s proximos
experimentos podem ser realizados. O espectro foi adquirido com uma amostra purificada de
BN-RRM1-21.189 (0,9 mM) em tampéo fosfato de sédio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5
mM e 90% H,0/10% D,0 a temperatura de 25 °C.

4.2.2. ['H,'5N] HSQC

A Figura 11 mostra o espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear [*H,°N]
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) adquirido para a amostra purificada de
15N-RRM1-21.180. Esse espectro é referido como a impressao digital de uma proteina e fornece
informacfes acerca das correlagdes entre hidrogénios covalentemente ligados a nitrogénios
na sequéncia primaria. Ou seja, esse espectro mostra as correlages entre os hidrogénios e
nitrogénios amidicos da proteina, de forma que é gerado um pico por aminoacido da cadeia
polipeptidica, com excec¢do das prolinas, que ndo possuem hidrogénio amidico. Além disso,
esse espectro mostra picos de correlacdo para os grupos NH. das cadeias laterais de
asparagina e glutamina, cujos valores de deslocamento quimico de N caem em torno de

~113 ppm.
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Figura 11: Espectro 2D [*H,®*N] HSQC de RRM1-2;.150. As linhas tracejadas evidenciam os
grupamentos NH; das cadeias laterais de residuos de asparagina e glutamina. A grande
dispersao de deslocamento quimico, assim como a distribuicdo homogénea das intensidades
no espectro, indica que os dominios RRM1-21.99 encontram-se bem enovelados em solugdo
e atestam a viabilidade da andlise dindmica por RMN. O espectro foi adquirido com uma
amostra purificada de ®N-RRM1-21.1s9 (0,9 mM) em tampéo fosfato de sédio 20 mM (pH 6,0),
NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H>0/10% D20 a temperatura de 25 °C. Foram coletadas 8
acumulagdes por incremento em t1, 2048 pontos na dimenséo F, e 512 pontos na dimenséo
Fi.

De um modo geral, o espectro mostra sinais de ressonéncia bem definidos com
intensidade relativamente homogénea e boa dispersdo de deslocamento quimico, o que é
condizente com uma proteina bem enovelada. Esses resultados indicam que a amostra
analisada preenche os requerimentos para os estudos por RMN, o que atesta a viabilidade
do processo de caracterizacdo dindmica em solugdo. Dos 229 picos esperados para 0s
dominios RRM1-2;1.189, foram encontrados 234 sinais no espectro 2D [*H,®N] HSQC. A

presenca de um grupo de ressonancias extra sugere que, nas condicbes estudadas, a

proteina experimenta troca conformacional em regime de dindmica lenta (segundos).
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4.2.3. Estratégia de assinalamento das ressonancias

A sequéncia primaria de uma proteina consiste em um segmento de aminoacidos
unidos entre si pela ligacao peptidica, onde cada amino&cido representa, individualmente, um
sistema de spins nucleares isolados conectados via acoplamento escalar. Esses sistemas de
spins podem ser identificados por meio das correla¢des via ligacdo quimica e esse processo
€ conhecido como assinalamento sequencial, onde os espectros de RMN séo utilizados para
a identificac&o sistematica de todos os residuos da proteina (WUTHRICH, 1986).

Com o assinalamento das ressonancias, é possivel associar cada nucleo (sensivel a
RMN) da molécula a um determinado valor de deslocamento quimico. Para proteinas com
massas moleculares <30 kDa, a estratégia de assinalamento da cadeia principal baseia-se
na atribuicdo sequencial dos a&tomos através da combinacéo do espectro 2D [*H,®N] HSQC
com os espectros 3D de tripla ressonancia (HNCACB, CBCA(CO)NH, HNCO e HNCACO),
que correlacionam os nucleos de 'H, ®N e 13C através das constantes de acoplamento
escalar entre eles. Cada sinal do espectro 2D [*H,*®N] HSQC refere-se a um par *H/*°N
conectado via ligacdo covalente. Portanto, esse experimento é utilizado para identificar os
deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénio (*H") e nitrogénio amidicos (**N) de cada
residuo (com excecao das prolinas) (GRZESIEK & BAX, 1992).

Para a identificacdo dos atomos de 3C*, 33CP e 3C’ pertencentes a cada sistema de
spins, utiliza-se um conjunto de espectros de tripla ressonancia (Tabela 2), de forma que
esses espectros também podem ser utilizados para resolver as sobreposicdes de sinais que
sdo bastante comuns em espectros de uma ou duas dimensdes. A Figura 12 mostra como é
feita a analise de espectros 3D de tripla ressonancia. Os sinais observados séo referentes as
correlagdes intra-residuos (i) e inter-residuos (i-1). O espectro 3D HNCACB consiste de
quatro sinais, sendo os dois picos mais fortes referentes aos deslocamentos quimicos de *C*
e CP de um mesmo residuo (i), enquanto os dois picos mais fracos se referem aos

deslocamentos quimicos de *C%e 3CP do residuo anterior (i-1) (Figura 13A). O espectro

CBCA(CO)NH descreve os sinais referentes aos *C*-1 e 3CP-1, onde observa-se o mesmo
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deslocamento quimico para os picos fracos encontrados no espectro HNCACB (Figura 13B)
(IKURA et al. 1990; KAY et al. 1990). O experimento 3D HNCO correlaciona as frequéncias
de ressonancia entre o par *HY/**N de um mesmo residuo (i) com a frequéncia de ressonancia
da carbonila (*3C’) do residuo anterior (i-1). Portanto, o sinal observado neste espectro é
referente ao *C’-1. O experimento 3D HNCACO utiliza a transferéncia de magnetizagéo via
carbono alfa (*3C%) para correlacionar as frequéncias de ressonancia do par *H'Y/**N com a
frequéncia de ressonancia da carbonila (*3C’). Os espectros HNCACB e CBCA(CO)NH sao
analisados em par. Da mesma forma, os espectros HNCO e HN(CA)CO também sédo
analisados em conjunto.

Tabela 2: Descri¢cdo dos experimentos de RMN utilizados para o assinalamento das
ressonancias da cadeia principal de proteinas.

Experimento  Sinais observados no espectro de RMN
HNCACB 18Ca (i-1), 13CP (i-1), *3Ce (i) e **Cp (i).

CBCA(CO)NH 13C¢ (-1) e 13CP (i-1).
HNCO 13C (i-1).
HNCACO 13C (i-1) e ¥C (i)

O primeiro passo no assinalamento sequencial das ressonancias consiste em “andar”
sobre a sequéncia primaria da proteina através das conectividades sequenciais (i, i-1)
fornecidas pelos espectros de tripla ressonancia. Este processo é facilitado pelos valores dos
deslocamentos quimicos de *C de determinados aminoacidos em conformacgéo randdémica
(Figura 14). O sistema de spins mais facilmente reconhecido € o do aminoé&cido glicina, uma
vez que este ndo possui 1*CP e apresenta um valor de deslocamento quimico de *C* muito
caracteristico (~45 ppm). Além das glicinas, as serinas e treoninas também sdo amino&cidos
faceis de serem identificados, uma vez que sdo 0s Unicos cujos valores de deslocamento
quimico de *CP sdo maiores do que os valores de deslocamento quimico de **C* (Thr ~62
ppm; Ser ~58 ppm). Por fim, as alaninas sdo os amino&cidos que possuem 0S menores

valores de deslocamento quimico de *CP (~19 ppm).
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Figura 12: Representacdo esquematica de experimentos de RMN de dupla e tripla
ressonancia. (a) O espectro 2D [*H,®N] HSQC mostra as correlagdes entre *HY e °N, cujas
frequéncias estdo representadas nos eixos x e y, respectivamente. (b e ¢) O espectro 3D
HNCO mostra uma extensao dos sinais para uma terceira dimensao referente as frequéncias
de carbono 3C’. Assim, os picos do HSQC agora n&o ficam posicionados em apenas um
plano, mas sdo espalhados em uma terceira dimensdo de acordo com os deslocamentos
quimicos dos carbonos das carbonilas (*3C’) que precedem o grupamento NH (d e €). A
analise do espectro 3D é feita através de fatias deste cubo. O eixo x equivale a dimenséo de
IHN enquanto a dimensdo de '3C’ é geralmente vista ao longo do eixo y, deixando os
deslocamentos quimicos de **N no eixo z. Cada fatia do espectro 3D HNCO corresponde a
um espectro 2D [*H,**C] obtido em diferentes frequéncias ao longo da dimens&o de °N.

Adaptado de: Higman (2012).
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Figura 13: Representacdo esquematica dos espectros de tripla ressonancia HNCACB
e CBCA(CO)NH. Os diagramas mostram as transferéncias de magnetizagdo que ocorrem
nos experimentos (A) HNCACB e (B) CBCA(CO)NH. O espectro HNCACB gera quatro picos
de correlagdo. Os picos fortes se referem as ressonancias de *C* e 3CP intra-residuos (i),
enquanto os picos fracos sdo referentes as ressonancias de *C* e ¥CP do residuo
predecessor (i-1). As ressonancias de **C* e *CP sio anti-fase uma em relac&o a outra no
espectro e, por isso, estdo mostradas em vermelho e verde, respectivamente. O espectro
CBCA(CO)NH apresenta dois picos de correlacdo correspondentes as ressonancias de *C*
(i-1) e 3CP (i-1). A combinacéo destes espectros permite a o assinalamento sequencial das
ressonancias de *C“ e 3CP da cadeia principal.
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Figura 14: Valores dos deslocamentos quimicos de ¥C dos 20 aminoacidos
comumente encontrados em proteinas em conformacdo rand6mica. Adaptado de:
http://triton.igfr.csic.es/guide/eNMR/proteins/chempro5.html

O assinalamento sequencial das ressonancias da cadeia principal de RRM1-2;.1g9 foi
realizado com o auxilio do programa CARA (Computer Aided Resonance Assignment) 1.8.4.2
(http://cara.nmr.ch/doku.php). Apos a identificacdo de um sistema de spins caracteristico (p.
ex.: serina, treonina ou alanina), o programa procura por sistemas de spins predecessores
ou sucessores através da comparacao dos valores de deslocamento quimico de **C*, *CF e
13C’ fornecidos pelos espectros de tripla ressonancia. O programa entdo alinha as frequéncias
de BCe, 3CP e 13C’ dos picos i-1 de um determinado sistema de spins com aquelas dos picos
i de outro sistema, identificando as conectividades sequenciais. Apés a identificacdo de
diversos sistemas de spins que estdo sequencialmente conectados, estes podem ser
assinalados a determinados aminoacidos por comparacdo do padrdo de conectividades

encontrado com a sequéncia primaria da proteina.
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Vale ressaltar a importancia de se ter trés possibilidades de conectividades
sequenciais (3C* e 3C-1, 13CP e 13CP-1, 13C’ e 13C’-1), uma vez que isto permite a atribuicdo
das ressonancias de forma ndo ambigua. Frequentemente, o par de espectros HNCO e
HNCACO ¢ utilizado para resolver as ambiguidades das possibilidades de assinalamento
encontradas quando apenas o par de espectros HNCACB e CBCA(CO)NH séo utilizados. As
ambiguidades de assinalamento podem ocorrer devido a problemas de sobreposicdo de
sinais nestes espectros, por isso a importancia em disponibilizar trés caminhos diferentes
para percorrer a sequéncia primaria da proteina. A Figura 15 mostra tiras dos espectros
CBCA(CO)NH e HNCABCB coletados para os dominios RRM1-21.159, evidenciando um

segmento da proteina que foi assinalado através desta estratégia de conectividades

sequenciais.
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Figura 15: Fatias dos espectros CBCA(CO)NH e HNCACB coletados para RRM1-21.1g9.
Cada tira individual mostra as conexdes Ca (azul) e CB (vermelho) de um mesmo residuo (i)
com o residuo anterior (i-1). O assinalamento do segmento R15-T16-\M117-T118.QM19 estg
evidenciado. As linhas pontilhadas indicam as conectividades sequenciais utilizadas para o
assinalamento.
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A analise dos espectros de tripla ressonancia permitiu o assinalamento de 98% das
ressonancias da cadeia principal de RRM1-2;.189, cOm excec¢do dos residuos Metl, lle152 e
Ilel179, onde a auséncia ou sobreposicdo de sinais tornou o assinalamento impossivel. De
maneira analoga, nao foi possivel assinalar as ressonéancias referentes aos residuos Gly(-2),
His(-1) e Met0, que compdem o artefato de clonagem amino-terminal presente na construcao
RRM1-21.189, devido & auséncia de sinais no espectro. Além disso, a cauda carboxi-terminal
de seis histidinas, outro artefato de clonagem presente na constru¢cdo RRM1-2;.1g9, também
nao foi assinalada devido as ambiguidades nos deslocamentos quimicos de 3C¢, 33CP e 13C’.
Novamente, vale ressaltar que no espectro 2D [*H,'®N] HSQC foram observadas 5
ressonéancias extras. Algumas destas ressonancias podem estar relacionadas a grupamentos
NH da cadeia lateral de residuos de lisina e arginina que, por estarem protegidos na estrutura
da proteina, ndo sofreram troca quimica com a agua e deram origem a sinais no espectro.
Ainda, a presenca de um grupo de ressonancias excedentes sugere a existéncia de outra(s)
conformagao(des) minoritaria(s) de RRM1-21.1g9 em solug¢&o. A Figura 16 mostra o espectro
[*H,®*N] HSQC completamente assinalado. Em azul, estdo marcados os sinais referentes a
cauda carboxi-terminal de seis histidinas. Em vermelho, estdo marcadas as ressonancias

extras que nao foram assinaladas.

4.2.4. Comparacdo com o assinalamento de RRM1.99

A fim de se obter informagdes estruturais acerca do dominio RRM1 isolado e no
contexto dos dominios amino-terminais RRM1-2 em tandem, os deslocamentos quimicos
obtidos para a construcdo RRM1-2:.159 foram comparados com aqueles obtidos para a
constru¢cdo RRM1,.99 (MUJO et al., 2014). A Figura 17A mostra a sobreposi¢éo dos espectros
[*H,*N] HSQC obtidos para o par de dominios RRM1-2;.159 € 0 dominio RRM1,.9¢ isolado,
onde é possivel observar que as ressonancias de hidrogénio e nitrogénio amidicos sao
praticamente sobreponiveis em toda extensdo da proteina. A Figura 17B mostra a

guantificacdo das diferencas de deslocamento entre os dois espectros a partir das medidas
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de perturbacdo de deslocamento quimico (CSP). Com excecdo das terminacdes amino e
carboxi, que séo flexiveis, os valores de CSP séo extremamente baixos para todo o restante
da proteina, sugerindo que existem poucos contatos entre os dominios amino-terminais
RRM1-21.189 € que, portanto, estes se comportam praticamente como médulos estruturais

independentes em solugéo.

E130 - T116 L
G64 . G44
@56 ~105 ()
I (1]
G62 i wn
asl g o2 S48 -108 6
G148 T70 - T143 : T — r P
G144 3 a)
% . 111
G174 5gg N30 3 F 3
S158—< K156, 5166 L ®
T142-9 FI126% 127 . ]
Y26 L
s146_ 13s R SVET  aNT9.. @ N1se 14 =+
S60.  E161% g3 6 i V149 r (o]
T8 Fe5, 5382|599 FIGTF40 E75 542 L
Gice R1562  syo0iemEd T90 ¢ /’Hss F129 L117 0
S NS116786‘ \ N188%_-R37 2 N107 1164 . R128 c
LB1\\ N1%§>/ ??/qmmﬂ/lm 76 D121 i —
g D124 [T K2 c13 L1310 5@” . s w7 A160 3
=  DI55= NILT1I3e E11. & 45 D73 &% 143 -1 20
Q7 2 -
123 97 549 Ro7 V181193 E12}/ P\E*IEH /vsz E162 o
033— : D5 16
V09— 50 As7 K10;‘ o" 3 ‘,’.ZZEES; s e M31 o a74 L (o]
‘ N
N2s.  R19T~, K59 vée 1@%1 Y ’\,:nga9 > A163 123 &
RiEo 37; Al8s ng L36 L 84 | Z
L108 @o—  aghpigg x 103 E159
R1I:'5671}__ NE7T="5 ATT pqg6 o OMU R53 r —
AfSo” Vo3l ves  Ki71 pys 126 ©
L22 Q1414 ) L T
133~ a180Y3' =« R153 5 L 3
e R 32
Va6 P L138 129 —
1110 L
E47

T T T T T T T T T T T 7T T T — T T T T T T — T T T T T

95 9.0 85 80 75 70 65 60
Deslocamento quimico'H (ppm)

Figura 16: Espectro 2D [*H,®N] HSQC de RRM1-2;.159 assinalado. Cada pico presente no
espectro esta marcado com o nome, em cddigo de uma letra, e o nimero do residuo de
aminodcido correspondente. As linhas tracejadas mostram os grupamentos NH. das cadeias
laterais de residuos de asparagina e glutamina. Os sinais marcados em azul correspondem
a cauda carboxi-terminal de seis histidinas, introduzida durante a clonagem, enquanto os
picos marcados em vermelho correspondem a ressonancias extras que ndo foram
assinaladas. O espectro foi adquirido com uma amostra purificada de ®N-RRM1-2;.189 (0,9
mM) em tampao fosfato de s6dio 20 mM (pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H,0/10%
D,O a temperatura de 25 °C. Foram coletadas 8 acumulacdes por incremento em t1, 2048
pontos na dimenséo F, e 512 pontos na dimenséao F;.
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Figura 17: Comparacdo dos deslocamentos quimicos de RRM1-2:.139 em tandem e
RRM11.99 isolado. (A) Sobreposicdo dos espectros [*H,N] HSCQ adquiridos para os
dominios amino-terminais RRM1-21.1s0 em tandem (preto) e para o dominio RRM11.99 isolado
(cinza). (B) Quantificacéo das diferencas de deslocamento quimico de hidrogénio e nitrogénio
amidicos entre o par de dominios RRM1-21.189 € 0 dominio individual RRM11.¢9 & partir das
medidas de CSP (chemical shift perturbance). Observa-se que os deslocamentos quimicos
referentes ao dominio RRM1 isolado e no contexto da construgdo RRM1-2 sdo semelhantes,
sugerido pouca interagdo entre os dominios e que estes atuam como moédulos estruturais
independentes em solugéo.
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4.2.5. Caracterizacdo dindmica de RRM1-21.1g9

A dindmica da cadeia principal dos dominios RRM1-2;.1g9 foi monitorada através das
medidas das taxas de relaxacéo do nucleo de *N (Ry, Rz e {*H}-**N NOE). Para o célculo das
taxas de relaxacdo longitudinal (R1) e transversa (R:), o ajuste das intensidades das
ressonancias foi feito por regressdo ndao-linear utilizando uma equagao de decaimento
monoexponencial de dois parametros. O valor do {*H}-"®N NOE de cada residuo foi
determinado como sendo a razdo entre as intensidades dos picos presentes nos espectros
coletados com e sem saturagao dos hidrogénios.

Os valores dos parametros de relaxacdo Ri, Rz e {*H}-**N NOE, bem como os erros
associados a cada medida, obtidos para os dominios RRM1-2;.159 €stdo mostrados na Figura
18. Os resultados indicam que os 19 primeiros aminoacidos de RRM1-2;.159 Sd0 altamente
flexiveis, ou seja, apresentam dindmica interna rapida (na faixa de pico- a nanosegundos),
como indicado pelos altos valores de R; associados aos baixos valores de R e {*H}-**N NOE.
Isto sugere que esses residuos constituem um segmento da proteina que se encontra
desestruturado em solug@o. Além da regido amino-terminal, os residuos que compdem a
regido de conexdo entre os dominios RRM1 e RRM2 (Ser99 — Aspl05) também exibem
din&mica térmica, ou seja, sao flexiveis em solugéo.

A Figura 19 resume os resultados encontrados para 0s movimentos internos que
acontecem na escala de pico- a nanosegundos, ditos movimentos térmicos. Tais movimentos
podem ser inferidos através das medidas de {*H}-®N NOE. Valores de {*H}-!*N NOE de
aproximadamente 0,8 sdo esperados para regides rigidas da proteina, geralmente
observadas em elementos de estrutura secundaria. Em contrapartida, baixos valores de {*H}-
15N NOE, tipicamente abaixo de 0,65, indicam que estes residuos séo flexiveis. Para RRM1-
21.189, €XCetuando-se 0s 19 primeiros aminoacidos que constituem uma regido intrinsicamente
desordenada, o valor de {*H}-**N NOE médio foi de 0,72 + 0,13. Determinados residuos
apresentaram valores de {*H}-'*N NOE abaixo da média (dois desvios-padrdo), sdo eles:

Val56, Gly58 e His59 (presentes no loop L3 do dominio RRM1); Ser88 (presente no loop L5
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do dominio RRM1); Ser99, Ser100, Glul01, Val102, 1le103, Lys104 e Aspl05 (presentes na
regido de conexao inter-dominios); Phel26 (presente na hélice al do dominio RRM2);
Asp140, Thrl42, Lys 145 (presentes no loop L3’ do dominio RRM2); Gly174, Ser 175, Ser176,
Glul77 (presentes no loop L5 do dominio RRM2). Em conjunto, estes resultados indicam
que, além da extensdo amino-terminal e da regido de conexao inter-dominios, os loops L3,

L3’ e L5 dos dominios RRM1 e RRM2, respectivamente, sao flexiveis em solucao.

N-{"H} NOE
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0,0 1 T T T ¥
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Figura 18: Parametros de relaxacdo do nlcleo de ®*N medidos para RRM1-2;.15. Os
valores de R1, Rz e {*H}->N NOE estdo mostrados em funcdo do nimero de residuos da
proteina. As barras representam os erros associados a cada medida. Os elementos de
estrutura secundaria estdo mostrados no topo da figura, de acordo com a estrutura
cristalografica de RRM1-2:.159 (PDB 4EGL). As setas representam as fitas-f, enquanto os
cilindros, as a-hélices. As caixas vermelhas e azuis delimitam os aminoacidos que participam
de fitas-B e a-hélices, respectivamente. O espectros de Ti, T, {*H}-*N NOE foram adquiridos
com uma amostra purificada de **N-RRM1-2;.159 (0,2 mM) em tampéo fosfato de sédio 20 mM
(pH 6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H»0/10% DO a temperatura de 25 °C. Foram
coletadas 16 acumulagbes por incremento em t1, 1024 pontos na dimenséo F, e 256 pontos
na dimensao Fi.
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Figura 19: Resumo da dinamica térmica (ps-ns) de RRM1-21.15. Os valores de {*H}-**N
NOE estdo mostrados em funcdo do nimero de residuos da proteina. As barras representam
0s erros associados a cada medida. Os elementos de estrutura secundaria estdo mostrados
no topo da figura, de acordo com a estrutura cristalografica de RRM1-21.159 (PDB 4EGL). As
setas representam as fitas-B, enquanto os cilindros, as a-hélices. O {*H}-®N NOE médio foi
de 0,72 + 0,13. Residuos que apresentarem valores de {*H}-**N NOE abaixo de dois desvios-
padrdo da média estdo marcados na figura. Estes residuos estdo marcados como esferas
vermelhas na estrutura cristalografica de RRM1-2;.1g9 livre, evidenciando que os loops L3
(RRM1), L3, L5’ (RRM2) e o linker inter-dominios constituem as regides mais flexiveis da
proteina.

A partir dos valores médios das taxas de relaxacao longitudinal e transversa, estimou-
se o tempo de correlacao rotacional global (tc) para RRM1-21.159, bem como para os dominios
individuais RRM1 e RRM2, assumindo um processo de difusao rotacional isotrépico. Um valor
de 1. de 11 ns foi encontrado para a proteina como um todo, enquanto os valores de 11,7 e
10 ns foram estimados para os dominios individuais RRM1 e RRM2, respectivamente. Um
valor de 1. de ~16 ns seria esperado para uma proteina globular de 23 kDa, caso os dois
dominios RRM tombassem juntos em solu¢édo (SCHELHORN et al. 2014; DARAGAN et al.
1997). A observacgéo de que os valores de 1. obtidos para os dominios RRM1 e RRM2 sao

diferentes entre si e menores do que o esperado para uma proteina globular de mesma massa

molecular sugere que estes tombem, ou seja, rotacionem, em solucdo de maneira
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independente. Portanto, os dados de relaxacdo em conjunto com a grande semelhanca de
deslocamento quimico exibida pelo dominio RRM1 isolado e no contexto da construcao
RRM1-21.189 indicam que os dominios amino-terminais de HUR atuam como modulos
estruturais independentes, sem que haja interac8es fortes entre eles.

Embora os dados de relaxagéo e de perturbacdo de deslocamento quimico sugiram
gue os dominios RRM1 e RRM2, na auséncia de RNA, tombem de maneira independente em
solucdo, ndo podemos excluir a possibilidade da existéncia de contatos fracos de natureza
transiente entre os dois dominios. Estes contatos transientes podem levar a populacédo de
outras conformacfes em solucdo, mais compactas do que a conformagdo majoritaria
resolvida por cristalografia de raios-X. Outros exemplos de RBPs que apresentam uma regiao
inter-dominios intrinsicamente desordenada incluem TIA-1 (WANG et al. 2014), Hrpl
(LEEPER et al. 2010) e TAP (TEPLOVA et al. 2011). A presenga de um “linker” fexivel permite
gue proteinas multi-dominios explorem mais o espago conformacional do que estruturas
rigidas de mesmo tamanho. Ainda, a existéncia do “linker” restringe espacialmente a difuséo
de um dominio em relacdo ao outro, levando ao aumento da concentragcdo local de um
dominio apos a interacdo do outro com o ligante de RNA (MACKERETH & SATTLER, 2012).

A fim de caracterizar movimentos internos lentos, que acontecem na escala de micro-
a milissegundos, e se correlacionam com a taxa de interconversdo entre mais de um estado
conformacional em solucéo, experimentos de dispersdo de relaxacdo por CPMG (DR CPMG)
foram coletados para os dominios amino-terminais RRM1-21.1g9. DR CPMG permite a
obtencdo de informag@es cinéticas, termodindmicas e estruturais acerca do evento de troca
conformacional, desde que este aconteca dentro da janela de 0,3 — 10 ms. Este tipo de
experimento se baseia na aplicagdo de uma série de pulsos “spin-eco” a magnetizagao
transversa durante um tempo de relaxacdo especifico, com o objetivo de refocar o
alargamento das ressonancias causado pela troca conformacional. Assim, as taxas de
relaxacdo transversa efetiva (R:*") sdo medidas em funcéo da frequéncia de aplicacdo dos

pulsos de CPMG (ucemc), de modo que o refoco do alargamento das linhas de ressonancia
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geralmente acontece quando vcpvmc excede metade da constante cinética do evento de troca
(kex) (KLECKNER et al. 2011).

A Figura 20 mostra as medidas de RZ%sx em funcdo dos residuos de RRM1-21.19
obtidas em duas frequéncias de CPMG (50 e 1000 Hz) em dois campos magnéticos distintos
(11,7 e 16,5 T). Caso houvesse troca conformacional na escala de micro- a milissegundos,
seria esperado um aumento de R:* em baixas frequéncias de CPMG. A proximidade dos
valores de R2*" nos dois valores de vcpve, €m ambos os campos medidos, sugere que RRM1-
21189 NA0 exibe movimentos internos nesta escala de tempo. Entretanto, ao analisarmos os
dados de DR CPMG individualmente, observou-se que determinados aminoacidos
apresentaram curvas de dispersdo que exibem um ligeiro aumento de R.*™ em frequéncias
intermediarias de CPMG (Figura 21). Este comportamento sugere que 0os dominios amino-
terminais RRM1-21.189 experimentam troca conformacional em um regime de tempo mais
lento do que milissegundos. Estes resultados, juntamente com o fato de que o espectro
[*H,®N] HSQC apresenta um grupo de ressonancias excedentes, sugerem que RRM1-2;.1g9
existe em um conjunto de conformacdes em solucdo, cuja taxa de troca entre elas seria da

ordem de segundos.
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Figura 20: Dinamica intermediaria (us-ms) de RRM1-2;.159. Os valores de R>*" obtidos em
duas frequéncias de CPMG (50 Hz, vermelho; 1000 Hz, azul) estdo mostrados em fungéo do
namero de residuos da proteina. Abaixo, estdo mostradas as medidas obtidas em 11,7 T,
enquanto acima, as obtidas em 16,5 T. As barras representam 0s erros associados a cada
medida. Os elementos de estrutura secundaria estdo mostrados no topo da figura, de acordo
com a estrutura cristalografica de RRM1-2;.150 (PDB 4EGL). As setas representam as fitas-§,
enquanto os cilindros, as a-hélices. A auséncia de diferencas nas medidas de R;*" obtidas
em duas frequéncias de CPMG (50 e 1000 Hz) sugere que RRM1-2;.189 N30 experimenta
troca conformacional no regime intermediario (us-ms). O espectros foram adquiridos com
uma amostra purificada de ®N-RRM1-2;.189 (0,9 mM) em tamp&o fosfato de sédio 20 mM (pH
6,0), NaCl 100 mM, DTT 5 mM e 90% H>0/10% D,O a temperatura de 25 °C.
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Figura 21: Curvas de DR CPMG para determinados residuos de RRM1-21.159. Os perfis

de DR CPMG, valores de R,*" em funcdo da variacdo de vcpwc €Stdo mostrados para os
residuos Val24, Val46, Glu47 e Ala96 de RRM1-21.189. Em vermelho, os dados obtidos em
11,7 T. Em azul, aqueles obtidos em 16,5 T. A curvas mostram um ligeiro aumento de R,
em valores de vcpmc intermediarios, indicativo de dindmica lenta, na escala de segundos.
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4.2.6. Caracteriza¢do do equilibrio conformacional de RRM1-21.19

Técnicas de espectrometria de massa em condicdes nativas podem revelar
informacdes estruturais importantes acerca do conjunto de conformacgfes de uma dada
proteina. Uma destas técnicas é a mobilidade ibnica acoplada a espectrometria de massa,
onde ions séo separados de acordo com o tempo que levam para atravessar uma camara
preenchida com gas inerte sob a influéncia de um campo elétrico fraco. Os ions de maior
volume irdo sofrer um nimero maior de colisdes com o géas inserte do que aqueles de mesma
massa, mas que possuem uma conformacdo mais compacta. Os tempos de migracéo,
também chamados de tempos de deriva, portanto, fornecem informacdes sobre a area de
sec¢do transversal do ion, ou seja, seu tamanho e formato. Assim, os dados de IM-MS geram
espectros bidimensionais nos quais os ions sao separados em uma dimenséao de acordo com
seus tempos de deriva e, em outra dimensédo, segundo a razdo massa/carga. Devido ao
aumento da dimensionalidade, esta técnica fornece informacdes estruturais acerca de
estados conformacionais co-populados e permite o estuda da dindmica conformacional de
proteinas (LANUCARA et al. 2014; KONIJINENBERG et al. 2013).

A fim de caracterizar o equilibrio conformacional de RRM1-21.1g9 N0 estado livre, ou
seja, na auséncia de mRNA, a amostra de proteina foi analisada por ESI-IM-MS. A Figura
22A mostra toda a extensdo do espectro 2D (tempo de deriva versus m/z) coletado para
RRM1-21.189. J& NO espectro de massa (intensidade versus m/z) é possivel notar a presenca
de mais de uma distribuicdo de estados de carga, o que sugere uma mistura de confémeros
para RRM1-21.1g9 N0 estado livre. Utilizando a se¢do de quadrupolo do espectrémetro de
massa, selecionou-se o ion de estado de carga +10, referente ao monémero de RRM1-2;.1o.
A analise do tempo de deriva do ion [M+10] revelou a presenca de trés populacdes
conformacionais, cujos tempos de deriva sdo 75,1, 94,8 e 120,0 ms (Figura 22B). Os sinais
em 75,1 e 94,8 ms sao finos, bem resolvidos e mais intensos do que o sinal em 120 ms, que
mostra menor intensidade, o que sugere que as conformacdes em 75,1 e 94,8 ms séo

relativamente populadas. O sinal com menor valor de tempo de deriva, ou seja, maior
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mobilidade, pode ser associado a uma conformacdo mais compacta, enquanto 0s sinais em
tempos de deriva maiores estdo associados a conformacgdes mais estendidas. Em resumo,
os resultados de ESI-IM-MS indicam que RRM1-2;.159 popula trés conformac¢des com graus

de compactacéo diferentes na auséncia de RNA.
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Figura 22: Analise de RRM1-2;.159 por ESI-IM-MS. (A) Espectro de IM-MS 2D (tempo de
deriva versus m/z) adquirido para uma amostra purificada de RRM1-21.159 a concentracao de
700 uM em tampdao acetato de aménio (pH 7,2). Acima, o espectro de massa (intensidade
versus m/z) evidenciando os ions com os diversos estados de carga. (B) Espectro de IM-MS
2D (tempo de deriva versus m/z) adquirido para o ion precursor [M+10] selecionado no
guadrupolo do espectrometro. Os dados de IM-MS sugerem a presenca de trés populacdes
conformacionais para a forma apo de RRM1-21.189, cujos tempos de deriva séo 75,1, 94,8 e
120 ms.

Estudos prévios, utilizando espalhamento de raios-X a baixo angulo, mostram que a
curva de SAXS obtida para os dominios amino-terminais RRM1-2 de HuR no estado livre é
melhor explicada através de um equilibrio entre duas popula¢des estruturais, uma mais

compacta e outra mais estendida (KIM et al. 2011). Na presenca de RNA, entretanto, os

dados de SAXS podem ser explicados por uma unica conformagdo compacta, cujas
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dimensdes moleculares sdo compativeis com a estrutura cristalografica do complexo RRM1-
2:RNA (KIM et al. 2011). Nossos dados, obtidos para apo-RRM1-2;.1g9, corroboram os
resultados da literatura, além de mostrarem, pela primeira vez, a existéncia de uma terceira
conformacdo minoritaria. Embora informacdes estruturais acerca destes estados minoritarios
populados por apo-RRM1-2:.189 ainda ndo estejam disponiveis, a presenca de uma
conformacdo mais compacta, similar a estrutura fechada obtida para o complexo RRML1-
2:RNA, imediatamente sugere a participacdo do mecanismo de sele¢cdo conformacional no
reconhecimento de RNA pela HUR. De acordo com este mecanismo, a proteina existe em um
equilibrio dinamico entre um numero de conformacdes permitidas, sendo uma delas
estruturalmente similar aquela obtida na presenca de ligante. O ligante entdo selecionaria
esta conformacao “ligada” pré-existente, deslocando o equilibrio populacional no sentido da
mesma (MACKERETH & SATTLER, 2012).

A participagdo do mecanismo de selegdo conformacional na interacdo com RNA foi
recentemente reportada para os dominios RRM1-RRM2 do fator de splicing U2AF®
(MACKERETH et al. 2011; JENKINS et al. 2012; JENKINS et al. 2013). Neste caso, uma
conformagédo fechada majoritaria existe em equilibrio com uma conformacgédo aberta
minoritaria de U2AF® na auséncia de RNA. Esta segunda conformac&o minoritaria possui
carateristicas estruturais semelhantes, ou seja, a mesma orientacdo de dominios daquela
ligada a RNA. Interessantemente, mutacfes que alteram o equilibrio conformacional sem
afetarem diretamente a interagdo com RNA modulam a atividade de splicing da proteina.

A participagéo do mecanismo de selecdo conformacional na dindmica de interacéo de
HuR com substratos de RNA nao exclui o modelo de ajuste induzido originalmente proposto
por Wang et al. (2013). Segundo este modelo, a presenca de um “linker” flexivel aumenta a
concentracao local dos dominios e promove a interagao através de um mecanismo de “fly-
casting”, onde o dominio de maior afinidade interage primeiro, facilitando a interagédo do
segundo dominio. Neste contexto, alguns exemplos de “fly-casting” estdo disponiveis na
literatura, como a interacdo dos dominios RBDs da proteina ADAR2 com RNA dupla-fita
(STEFL et al. 2010), bem como a interacdo da proteina tumorigénica Lin28 com os
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precursores de miRNA da familia let-7 (LOUGHLIN et al. 2011). Frequentemente, a interacédo
proteina-ligante pode envolver uma combinacdo de ambos 0s mecanismos, selecdo
conformacional e ajuste induzido. Portanto, a fim de estimar a contribuicdo de cada um dos
mecanismos para o reconhecimento proteina-RNA, informac¢des acerca da cinética do
processo de interacdo sao necessarias (BOEHR et al. 2009; HAMMES et al. 2009).

Em resumo, os resultados sugerem a participacdo do modelo de selecéo
conformacional na interagcdo de HUR com RNA e destacam o papel geral deste mecanismo
no reconhecimento de oligonucelotideos por proteina multi-dominios. Experimentos futuros
realizados na presenca de um substrato de RNA especifico serdo necessarios para confirmar

e aprofundar esta hipotese.
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Conclusao

Através da RMN multidimensional em alta resolucéo, foi possivel assinalar 98%
das ressonéancias de RRM1-21.159, com excecao dos residuos Metl, 1le152, lle179
e dos artefatos de clonagem N- e C-terminais.

O espectro [*H,'*N] HSQC de RRM1-2:.139 mostrou a presenca de cinco
ressonéancias extras, o que pode indicar a existéncia de ao menos uma segunda
conformagdo minoritaria em solugdo, cuja cinética de troca € da ordem de
segundos.

Os deslocamentos quimicos do dominio RRM1 de HuR, tanto isolado quando no
contexto do tandem RRM1-2, se mostraram muito semelhantes, sugerindo a
auséncia de contatos entres os dominios N-terminais.

Os resultados de dindmica mostraram que a regido N-terminal intrinsicamente
desordenada e o “linker” entre os dominios RRM1-2 séo altamente flexiveis em
solucdo. Além disso, residuos presentes nos loops L3 (RRM1), L3’ e L5 (RRM2)
também experimentam dinamica térmica (ps-ns).

O baixo valor de . estimado para RRM1-21.139 quando comparado a uma proteina
globular de mesma massa molecular sugere que os dominios N-terminais RRM1 e
RRM2 se comportam como modulos estruturais independentes em solucéo.

Os dados de DR CPMG indicam que RRM1-2:159 nd@o experimenta troca
conformacional em regime intermediario (us-ms). Entretanto, o aumento de R2*f em
frequéncias intermediarias de CPMG para determinados residuos sugere um
regime de troca mais lento, da ordem de segundos.

Os dados de ESI-IM-MS obtidos para RRM1-2:1.1g9 na forma livre sugerem a
existéncia de trés conformacfes co-populadas, cujos tempos de deriva sdo 75,1,

94,8 e 120,0 ms.
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Em resumo, os resultados aqui mostrados sugerem a participacdo do mecanismo
de selecéo conformacional na dindmica de interacdo de HUR com seus substratos

de RNA.
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