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Caracterização bioquímica e estrutural de Shs1: uma septina
única de Saccharomyces cerevisiae

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

giovanna.saladino@usp.br

Septinas são proteínas de uma família altamente conservada de GTPases, consideradas o quarto
componente do citoesqueleto. As septinas de S.cerevisiae foram as primeiras descritas na literatura
(1), mas informações sobre sua estrutura e bioquímica ainda estão incompletas. Este é o caso de
Shs1, única septina de levedura não essencial para a divisão celular (2), mas que merece atenção, pois:
Shs1 substitui a septina Cdc11 como subunidade terminal do octâmero de septinas, ligando-se a Cdc12,
bloqueando a polimerização e, em seu lugar, promovendo a formação 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 domínios G, estes domínios foram escolhidos como objetos de estudo deste trabalho. Assim,
nosso foco está na caracterização do domínio G de Shs1, visando compreender seu papel na formação
de filamentos e sua interação com Cdc12, de forma comparativa a interação Cdc11-Cdc12. Para isso, as
sequências de DNA codificantes dos domínios G foram clonadas por Gibson Assembly e expressas em E.
coli BL21(DE3). Shs1 foi expressa isoladamente e também foi co-expressa com Cdc12, que por sua vez
foi paralelamente co-expressa com Cdc11. As proteínas e complexos foram purificadas por cromatografia
de afinidade e exclusão molecular e utilizadas em ensaios para determinação de estado oligomérico, teor
de nucleotídeo, atividade de GTPásica, caracterização de estrutura secundária, estabilidade térmica e
cristalização. Cdc12, que é cataliticamente ativa, foi co-purificada ligada a GDP. Entretanto, Shs1 não
foi co-purificada com nenhum nucleotídeo ligado e apresentou-se como um monômero, independente de
nucleotídeos em solução. O dímero Shs1-Cdc12 apresentou apenas GDP ligado, indicando que pelo menos
uma subunidade é catalicamente ativa no dímero. Diferentemente, Cdc11-Cdc12, apresentou-se ligado
tanto a GDP quanto a GTP, como é comumente observado para heterodímeros de septinas onde apenas
uma das subunidades é cataliticamente ativa. Já no ensaio de atividade GTPásica, Shs1 não mostrou
nenhuma atividade catalítica quando GTP foi adicionado em excesso. Usando dicroísmo circular (CD),
todas as proteínas mostraram-se enoveladas, com prevalência de α-hélices. Ainda por CD, foi possível
observar maior estabilidade térmica do dímero Shs1-Cdc12 em relação à Shs1 monomérica, porém menor
estabilidade se comparado ao dímero Cdc11-Cdc12. Por fim, foram obtidos cristais de Shs1 e também
de Shs1-Cdc12, os quais foram congelados e serão submetidos à difração de raios X. Em suma, Shs1 não
possui atividade catalítica enquanto um monômero, mas também não liga GTP mesmo quando parceira
de Cdc12. Porém, aparentemente afeta a atividade catalítica de Shs1-Cdc12 em relação a Cdc11-Cdc12,
ainda que a estabilidade térmica do primeiro dímero seja menor. Assim, informações estruturais obtidas
a partir da estrutura destas proteínas deverão esclarecer o funcionamento e papel da Shs1 no bloqueio
da polimerização de filamentos.
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