Expressao e purificacao das septinas de levedura

SIFSC Cdc3, Cdc10, Cdcll e Cdcl2
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RESUMO

Septinas sdo proteinas que podem polimerizar em filamentos ndo polares e que estao relacionadas a processos intracelulares como ciclo celular, formacdo de uma barreira de difusdo e recrutamento de proteinas parceiras.
Descritas pela primeira vez em células de levedura por Hartwell (1971), elas sdo amplamente conhecidas por sua atividade GTPase, embora algumas septinas tenham perdido esta fun¢do ao longo da evolucdo. Apesar de

terem sido descobertas em leveduras, as septinas podem ser encontradas numa miriade de organismos muito diferentes, como algas, protozoarios, vermes e mamiferos, com notavel excecao as plantas. Nos seres humanos,

defeitos ligados a essas proteinas estdo relacionados a doencas como cancer, infertilidade masculina, Alzheimer e Parkinson. Em leveduras, as septinas polimerizam em heterooctameros compostos por quatro septinas
diferentes que se repetem na seguinte ordem: Cdc11-Cdc12-Cdc3-Cdc10-Cdc10-Cdc3-Cdcl12-Cdcll. Com extensa literatura no que tange morfologia celular e fisiologia, estudos estruturais sobre septinas de leveduras sao
escassos, de modo que até 0 momento sO existe uma estrutura cristalografica relatada para o dominio GTPase de Cdcll. Em vista da baixa qualidade deste modelo e considerando a necessidade de preencher esta lacuna

estrutural, o presente trabalho tem como objetivo a expressao heteréloga do dominio GTPase destas quatro septinas seguida de etapas de purificacdo, no intuito de posteriormente estuda-las isoladamente e determinar suas

estruturas cristalograficas.

OB J ETIVOS Terminada a etapa de expressao proteica, as células foram lisadas por sonicacdo e, apoés
centrifugacdo, o sobrenadante foi purificado inicialmente ao passar por uma resina de niquel, que

Interage com a His-tag das proteinas. A eluicdo se deu utilizando concentracbes crescentes de

Imidazol (E1, E2 e E3; A-D; G e H) para as proteinas soluveis Cdc3(G), Cdcl1(G) e Cdcl2(G),

Expressao e purificacdo do dominio GTPase das septinas de levedura Cdc3, Cdcl0, Cdcll e

Cdc12 voltada a posterior caracterizacao biofisica e ensaios de cristalizacao.
enquanto Cdc10(G), por ser insoluvel, ficou retida no pellet (P; em D). As fracdes eluidas de Cdc3(G)

M ETO DO LOG I A e Cdcll(G) foram purificadas por geofiltracdo (E e F), que mostrou a homogeneidade da amostra

também vista em gel (G e H). Uma curva de calibracdo da coluna as identificou como monomeros.

/~ Vs Ensaios de cristalizacdo culminaram em cristais de Cdc11(G) que difrataram a baixa resolucao:
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« Cdcl12(G) € muito instavel e de facil precipitacdo, enquanto Cdc10(G) é muito insolivel e ndo pode
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« (Cdcl1(G) originou cristais que foram otimizados para maior tamanho, porém difrataram a
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Cromatograma de SEC das septinas E) Cdc3(G) e F) Cdcl1(G) e gel SDS-PAGE do pico de eluicao destas respectivamente (G e H)
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