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Objetivos

Expressar, purificar e proceder aos ensaios de
cristalizacdo do heterodimero SEPT2-SEPTS;
utilizar os cristais em experimentos de difracdo
de raios-X visando determinar a estrutura do
heterocomplexo; determinar o conteddo de
nucleotideo (GDP e/ou GTP) das septinas.

Métodos e Procedimentos

Inicialmente, fez-se a transformacgéo da cepa
Rosetta (DE3) de E. coli e cultura em meio LB.
A expressdo do heterocomplexo ocorreu com
IPTG 0,3 M por 16 h, a 20 °C. Apods a lise
celular por sonicagdo, procederam-se 0S
protocolos de purificagéo por ICAM e por SEC.
Todas as etapas de expressédo e purificacdo
foram monitoradas por SDS-PAGE a 10%.
Uma vez purificado, realizaram-se estudos
biofisicos do heterodimero (SEC-MALS e CD
com curva de desnaturacdo térmica), e se
iniciaram o0s ensaios de cristalizagdo. Os
cristais obtidos foram, entdo, submetidos aos
experimentos de difracdo de raios-X e os dados
obtidos foram analisados com o auxilio do
CCP4 Software Suite.

Resultados

A purificacdo por cromatografia de excluséo por
tamanho (SEC) resultou em um pico (I) com a
massa molecular de um dimero (~ 81kDa) e um
outro pico (lII) com a massa molecular de um
monémero (~ 36 kDa). No gel de SDS-PAGE
da purificacdo do pico | foram observadas as
bandas correspondentes as septinas. No SEC-
MALS observaram-se dois picos: um pico de
~ 64 kDa e um segundo pico de ~ 34 kDa com
a altura do primeiro pico em relacdo ao
segundo pico sugerindo que a amostra era

suficientemente homogénea para fins praticos.
A curva de desnaturacao térmica indicou que o
valor para a temperatura de melting (T,,) do
dimero seria de 53,3 °C. Os ensaios de
cristalizacdo  foram  bem-sucedidos em
condi¢des bastante diversas de cristalizagdo. A
andlise dos dados dos experimentos de
difrac@o de raios-X resultou em uma estrutura
do heterodimero com resolugdo de 2,3 A (R-
work = 0,2428 e R-free = 0,2955). Com o grau
de refinamento da estrutura alcancado, foi
possivel verificar a presenga do ion Mg®*
associado ao nucleotideo.

Conclusoes

A expressdo e purificagdo do heterodimero
SEPT2-SEPT8 foram bem-sucedidas. Os
estudos biofisicos foram indicativos de que a
amostra obtida era bem homogénea. A
estrutura do heterodimero foi determinada com
uma resolugdo razodavel, na qual foi possivel
verificar a presenca do ion M92+ ligado ao
nucleotideo. O refinamento da estrutura sera
continuado para estudos posteriores.
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