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Caracterizacao bioquimica e estrutural de Shsl: uma septina
anica de Saccharomyces cerevisiae

SALADINO, Giovanna Christe dos Reis; CAVINI, Italo Augusto; ARAUJO, Ana Paula

giovanna.saladino®@usp.br

Septinas sdo proteinas de uma familia altamente conservada de GTPases, consideradas o quarto
componente do citoesqueleto. As septinas de S.cerevisiae foram as primeiras descritas na literatura
(1), mas informagdes sobre sua estrutura e bioquimica ainda estdo incompletas. Este é o caso de
Shs1, Gnica septina de levedura n3o essencial para a divisdo celular (2), mas que merece atengdo, pois:
Shs1 substitui a septina Cdcll como subunidade terminal do octdmero de septinas, ligando-se a Cdcl2,
bloqueando a polimerizagdo e, em seu lugar, promovendo a formacio de anéis e redes. (3) Uma vez
que o estudo de septinas integrais apresenta muitas dificuldades e Shs1-Cdc12 e Cdc11-Cdc12 interagem
por seus dominios G, estes dominios foram escolhidos como objetos de estudo deste trabalho. Assim,
nosso foco esta na caracterizacdo do dominio G de Shsl, visando compreender seu papel na formacio
de filamentos e sua interacdo com Cdc12, de forma comparativa a interacdo Cdc11-Cdcl2. Para isso, as
sequéncias de DNA codificantes dos dominios G foram clonadas por Gibson Assembly e expressas em E.
coli BL21(DE3). Shsl foi expressa isoladamente e também foi co-expressa com Cdcl2, que por sua vez
foi paralelamente co-expressa com Cdcll. As proteinas e complexos foram purificadas por cromatografia
de afinidade e exclusdo molecular e utilizadas em ensaios para determinacdo de estado oligomérico, teor
de nucleotideo, atividade de GTPasica, caracterizacdo de estrutura secundaria, estabilidade térmica e
cristalizacdo. Cdcl2, que é cataliticamente ativa, foi co-purificada ligada a GDP. Entretanto, Shsl n&o
foi co-purificada com nenhum nucleotideo ligado e apresentou-se como um mondmero, independente de
nucleotideos em solugcdo. O dimero Shs1-Cdc12 apresentou apenas GDP ligado, indicando que pelo menos
uma subunidade é catalicamente ativa no dimero. Diferentemente, Cdcl11-Cdc12, apresentou-se ligado
tanto a GDP quanto a GTP, como é comumente observado para heterodimeros de septinas onde apenas
uma das subunidades é cataliticamente ativa. Ja no ensaio de atividade GTPasica, Shsl ndo mostrou
nenhuma atividade catalitica quando GTP foi adicionado em excesso. Usando dicroismo circular (CD),
todas as proteinas mostraram-se enoveladas, com prevaléncia de a-hélices. Ainda por CD, foi possivel
observar maior estabilidade térmica do dimero Shs1-Cdc12 em relacdo a Shsl monomérica, porém menor
estabilidade se comparado ao dimero Cdc11-Cdc12. Por fim, foram obtidos cristais de Shsl e também
de Shs1-Cdc12, os quais foram congelados e serdo submetidos a difracdo de raios X. Em suma, Shsl n3o
possui atividade catalitica enquanto um mondmero, mas também n3o liga GTP mesmo quando parceira
de Cdc12. Porém, aparentemente afeta a atividade catalitica de Shs1-Cdc12 em relacdo a Cdc11-Cdc12,
ainda que a estabilidade térmica do primeiro dimero seja menor. Assim, informacdes estruturais obtidas
a partir da estrutura destas proteinas deverdo esclarecer o funcionamento e papel da Shsl no bloqueio
da polimerizac3o de filamentos.
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