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Abstract

NOR-1 is an orphan member of the nuclear receptor superfamily, which includes a
group of transcription factors involved in the response to steroids, fatty acids,
retinoic acids, and other lipophilic molecules. The NOR-1 subfamily has been
implicated in cell proliferation, differentiation, apoptosis, chondrosarcomas,
inflammation, and atherogenesis. The NOR-1 receptor is an orphan ligand receptor
which acts over gene transactivation. No ligands, if such in fact exist, are known for
this receptor. Recently, the three dimensional structure of the homolog receptor
Nurr1 has been solved using protein crystallography techniques. Surprisingly, the
structure does not present either a typical cavity for ligand binding or a classical
cofactor binding site in the ligand binding domain (LBD). To allow for structural
studies of other member of NR4 subfamily, we have overexpressed in E. coli cells
the rat orphan nuclear receptor NOR-1 AF-1 and LBD domains, purified and
characterized recombinant LBD. We obtained NOR-1 LBD at a high degree of
purity and with an overall yield of 3 mg/litre of culture media. CD spectroscopy
analysis shows high a-helical secondary structure content (52%), compatible to the
Nurr1 LBD 3D structure Thermal denaturation monitored by UV absorption and CD
spectroscopy suggests proper folding of NOR-1 LBD.

Keywords: nuclear receptor; NOR-1 receptor; NR4 family; expression in E. coli;
AF-1 and LBD domain.



Resumo

O receptor 6rfao nuclear NOR-1 € um membro uma superfamilia composta por um
grupo de fatores de transcricdo envolvidos na resposta a esterdides, acidos
graxos, acidos retindicos, e outras moléculas lipofilicas. A subfamilia de NOR-1
esta implicada na proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, condrosarcomas,
processos inflamatérios e de aterogénese. O receptor NOR-1 é um 6rfao de
ligante atuando sobre a transativacdo génica. Até hoje, nenhum ligante é
conhecido para este receptor. A estrutura tridimensional do dominio LBD
homodlogo, Nurr1, foi resolvida através de técnicas de cristalografia.
Surpreendentemente, a estrutura ndo apresentou a cavidade tipica de interagao
com ligantes, nem um sitio de ligagcéo classico para co-fatores. Com a finalidade
de estudar estruturalmente um outro membro da subfamilia NR4, dois de seus
dominios AF-1 e LBD foram os focos deste trabalho, realizando-se experimentos
de expressao, purificacdo, e analises preliminares de estrutura por UV e Dicroismo
Circular (CD). O dominio LBD de NOR-1 foi purificado com alto grau de pureza,
rendendo 3 mg/litro de meio de cultivo e sua estrutura foi avaliada por UV e CD
apresentando um conteudo de a-hélices de 52 % compativel a estrutura 3D do seu
homodlogo Nurr1. A desnaturagao térmica, monitorada por UV e CD, sugere um
correto enovelamento para proteina LBD recombinante.

Palavras-chave: Receptor nuclear; receptor NOR-1; subfamilia NR4; expressao
em E. coli; dominio AF-1 e LBD, CD.



1. Introducgao

Os receptores nucleares (RNs) foram primeiramente identificados ha 40
anos como receptores intracelulares para alguns esterdides. Passados 20 anos,
tornou-se claro que esses receptores esterdides faziam parte de uma superfamilia
de fatores de transcrigdo dos metazoarios, os quais surgem na evolugao, antes da
divergéncia entre vertebrados e invertebrados. Esta superfamilia inclui diferentes
proteinas responsaveis por estabelecer a ligacdo direta entre o controle
transcricional e as respostas fisioldgicas dos organismos, atuando na regulagao do
desenvolvimento, da sinalizagdo hormonal e do metabolismo (MANGELSDOREF et

al., 1995; NAGY e SCHWABE, 2004).

O controle metabdlico envolve a regulagéo de diversos processos como: o
metabolismo da glicose, através do receptor PPARYy (proliferator-activating
receptor gamma); de acidos graxos, de ftrigliceridios e de lipoproteinas, via
receptores PPARa, B e y; o controle do transporte de colesterol e sua absorgao
pelos receptores do X figado (liver X receptors) e liver receptor homolog -1 (LRH -
1); assim como, o metabolismo da acido biliar pelo FXR (Farmesol X receptor); as
defesas contra xeno e endobidticos, através dos receptores de xenobdticos e
PXR/SXR (pregnane X receptor/steroid), entre outros. Ha no genoma humano, 48
destes receptores, responsaveis por diversas agdes metabdlicas

(MANGELSDOREF et al., 1995; CHAWLA et al, 2001; GORDON et al., 2003).



A atividade de muitos destes receptores € controlada pela ligacdo de
pequenas moléculas lipofilicas (ligantes) que podem ser: horménios, metabdlitos

como acidos graxos, acidos biliares, oxiesterois, xeno ou endobioéticos (figura 1).
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Figura 1. Figura mostrando o mecanismo de ativacdo dos RNs e sua

interacdo com o DNA.

Muitos destes receptores foram caracterizados antes da identificacdo de

seus ligantes e, por esta razao, eles foram chamados de receptores o6rfaos, ou



seja, 6rfaos de ligante. A medida que seus ligantes naturais ou sintéticos foram
sendo conhecidos, muitos desses orfaos foram sendo adotados e incluidos em

outras subfamilias (CHAWLA et al, 2001).

Pelo fato da importante fun¢cado dos receptores nucleares como reguladores
principais da transcricdo génica e do controle metabdlico em geral, sempre houve
a intensa busca por novos ligantes para estes receptores com finalidades de
estabelecerem-se novas estratégias preventivas e terapéuticas no combate a
doengas bastante comuns (GORDON, et al. 2003). Em geral, os receptores
funcionam como protetores contra disturbios do metabolismo ou contra toxicos,
atuando na manutencdo da homeostase. Frequentemente os ligantes para estes
receptores tornam-se excessivos, pois sao normalmente, originados da dieta,
intermediarios metabdlicos, drogas, etc. Pelo proprio estilo de vida atual, através
do sedentarismo, alta ingestdo calorica, exposicdo a drogas e xenobioticos, as
pessoas entram em contato crénico com altas concentragdes de ligantes para
estes receptores. Desta maneira, sabe-se a alteracdo da sinalizacdo metabdlica
por esses disruptores, contribui para a patogenicidade de muitas doengas comuns
como diabetes tipo 2, resisténcia a insulina, obesidade, aterosclerose,
hiperlipidemia, sindrome X ou também chamada de pluri-metabdlica, ou ainda,
processos inflamatérios, Leucemia, entre outras (GORDON et al. 2003; LIN, et al.
1999; LAUE et al., 1988; KERSTEN et al. 2000). A importancia dos RNs na
fisiologia humana é evidenciada pela extensa quantidade de terapias que tem sido
criadas para o tratamento de doengas associadas com a disfungcéo da sinalizagao

hormonal, por exemplo (WANSA et al. 2003). E evidente que a elucidagdo dos



mecanismos de regulagdo dos receptores nucleares tem amplas aplicagoes, seja
para o desenvolvimento de drogas, utilizando os receptores como alvos, ou para o
préprio entendimento de fendbmenos de regulagéo biologica (NAGY e SCHWABE,
2004). Os receptores LXR tem sido investigados como alvo para o tratamento de
doengas cardiovasculares, no entanto, Collins (2004) sugere que seus ligantes
(moduladores) poderiam ser usados como agentes terapéuticos para diabetes,

inflamacao e doengas neurodegenerativas.

Estruturalmente, os RNs possuem uma composicdo em trés dominios
bastante conservados evolutivamente. A regido N-terminal AF-1 € um dominio
independente de ligante envolvido em processos de transativacdo génica e
recrutamento de coativadores. A essa regiao tem se atribuida também a fungéo de
fosforilagdo destes co-ativadores (WANSA et al., 2003; GRESCHIK e MORAS,
2003). O dominio altamente conservado DBD — dominio de ligagdo ao DNA — é
composto por dois motivos zinc fingers capazes de reconhecer sequéncias
especificas do DNA. Particularmente este dominio ja foi bastante estudado através
de investigacbes bioquimicas e estruturais e seu mecanismo de ligacdo € bem
conhecido (TERENZI et al., 1996,1998; NAGY e SCHWABE, 2004). Finalmente, o
dominio de ligagao (onde os ligantes se ligam) e dimerizagdo, chamando de LBD
(ligand—binding domain) (figura 2). Este dominio contém uma regido dependente
de ativagdo em sua porcao C-terminal chamada de transativagdo AF-2 (ARANDA
e PASCUAL, 2001). Sua estrutura € composta em geral de 12 a-hélices (H1 a
H12) com uma insercdo pequena de folhas B entre as hélices H5 e H6

(GRESCHICK e MORAS, 2003).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos receptores nucleares,
mostrando os dominios AF-1 (regido A/B), DBD (regido C) e LBD (regiao D, E e

F).

O dominio LBD, estruturado em a-hélices, apresenta em uma de suas
extremidades a auséncia de hélices gerando um espacgo para abrigar o ligante.
Este, por sua vez, fica envolvido por hélices e uma estrutura em folha — 3. Esta
cavidade pode variar em tamanho abrigando diferentes ligantes. Alguns
receptores de cavidade menor como os hormonais TR (receptor de hormoénio
tireiodiano) e ER (receptor de estrogeno) sao especificos para estes ligantes. Ja
os PPARy e PXR, com cavidade maior, acomodam varios ligantes em diferentes
orientagbes. Sugere-se que a interacdo com o ligante estabilize a molécula

tornando-a mais compacta e rigida (NAGY e SCHWABE, 2004).



A subfamilia NR4A esta envolvida com a proliferagdo e diferenciagcéo
celular, apoptose, condrosarcomas, processos inflamatérios e aterogenese
(MURPHY et al., 2001, ARKENBOUT et al., 2002; MONAJEMI et al., 2001;
ZHANG, 2002; MALTAIS et al., 2002). Os receptores desta subfamilia
compartilham extensa homologia em sua regido de ligagdo ao DNA (DBD) e na
regido LBD, porém divergem significativamente na por¢cao N-terminal (IWAWAKI et
al., 2000). Muitas estruturas tridimensionais ja foram elucidadas para o dominio
LBD. No entanto, a primeira estrutura mdultipla de dominios (DBD-LBD) foi
recentemente revelada por Cristalografia de raios - X a baixa resolugao (FISCHER

et al., 2002).

O receptor orfao nuclear NOR-1 (Neuron-derived orphan receptor — 1) ou
NR4A3 e seus homdlogos Nurr1 e Nur77, tem mostrado papel importante na
regulagcdo da expressao de varios genes do eixo adrenal-pituitario-hipotalamico.
Pela homologia de sequéncias e analise das propriedades de trans-ativacao,
NOR-1 e Nur77 apresentam uma estrutura global e organizagdo funcional
similares (FERNANDEZ et al., 2000). Sabe-se que a liberagdo de hormoénios
corticotropicos nas células pituitarias e adrenais induzem a expressao de NOR-1 e
Nur77, exemplificando seus papéis na esteriodogenese. Em concordancia com o
papel de NOR-1 em processos inflamatérios e na carcinogénese, NOR-1 é ativado
por uma droga anti-cancer e anti-inflamatéria 6-mercaptopurine. Foi demonstrado
que NOR-1 é um mediador da transcri¢cao e recrutador de co-fatores, operando de
maneira dependendo de seu dominio AF-1. Além disso, o dominio AF-1 é

requerido para a transativacdo de outros genes alvo por NOR-1 (WANSA et al.,



2003). Sabe-se também do seu papel na regulacdo da cascata de proteinas
quinases dependentes de calmolulina - Ca** (INUZUKAA et al., 2002) e sua

inducao por horménios da paratiredide em osteoblastos (PIRIH et al., 2003).

Muitos agonistas dos RNs ja foram identificados, tais como os acidos
graxos, os oxiesterdis e acidos biliares, dando suporte a idéia de que a maioria
dos RNs sdo regulados por ligantes. Por outro lado, estudos estruturais de
receptores orfaos indicam que varios receptores nucleares, como o fator nuclear
do hepatécito 4a (HNF4a) e HNF4y, sao capazes de se ligarem a ligantes, mas

nao sao regulados por eles (WISELY et al., 2002; DHE-PAGANON et al., 2002).

A duvida sobre a estrutura destes receptores orfaos comegou a ser
esclarecida recentemente, no momento em que estrutura cristalina do dominio
Nurr1 LBD foi resolvida. A estrutura foi resolvida a 2,2 A de resolucdo e duas
caracteristicas distintas diferenciam-no dos demais Receptores Nucleares. Este
dominio LBD possui um enovelamento canénico sem a cavidade esperada para a
ligacdo das moléculas ligantes. Isto, resultado de um estreitamento de cadeias
laterais dos residuos hidrofébicos que normalmente sdo ocupados por ligantes.
Além disso, a este LBD lhe falta um sitio classico para co-reguladores (WANG et
al., 2003) (figura 3). Recentemente através de técnicas de NMR (Codina A. et al.
2004) mostrou-se uma nova superficie de interagdo com co-reguladores para o

dominio LBD de Nurr1, envolvendo as hélices 11 e 12.

Acredita-se que o0s receptores que aparentemente nao possuem uma

cavidade de ligacdo nao sejam regulados por ligantes convencionais sendo
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constitutivamente ativos, ou regulados por um outro mecanismo (NAGY e
SCHWABE, 2004). Outros membros da subfamilia NR4 ainda ndo foram

caracterizados estruturalmente (GRESCHICK e MORAS, 2003).

Figura 3. Estrutura do receptor Nurrt em A. Em B, a cavidade fechada
caracteristica do dominio.

Para investigar as caracteristicas estruturais de outro membro da subfamilia
NR4, apresentamos os resultados de purificagdo e caracterizagdo estrutural

preliminar do receptor 6rfao NOR-1, com objetivos de servir como base para
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estudos estruturais posteriores. Os dominios AF-1 e LBD de NOR-1 foram os

alvos do estudo.
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2. Objetivos

2.1 Gerais

Caracterizacdo estrutural do receptor 6rfao nuclear NOR-1 de Rattus
norvergicus.

2.2 Especificos

- Expressar os dominios AF-1 e LBD do receptor NOR-1;

- Purificar as proteinas expressas;

- Caracterizar estruturalmente as proteinas que forem purificadas por UV e

CD.

13
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Figura 4. Representagao esquematica dos principais passos metodolégicos.
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3. Matérias e métodos
3.1 Construcao dos vetores de expressao pET-AF-1 e pET -LBD
3.1.1 Amplificagao por PCR
Os fragmentos correspondentes a 879 bp (AF-1 — amino acidos 1 ao 293) e
744bp (LBD — amino acidos 380 ao 628) foram amplificados por PCR, utilizando
vetores pGEX-AF1 e pGEX-LBD (plasmidios contendo os dominios de interesse)
como DNA molde. O programa de amplificacdo e os iniciadores estao
relacionados abaixo:
Programa de amplificagdao por PCR:
Passo 1: 95°C - 5 min;
Passo 2: 95°C - 1 min;
Passo 3: 55°C - 30 seg;
Passo 4: 72°C - 1 min;
Passo 5: Ciclos 2, 3 e 4 repetidos por 40 vezes.
Passo 6: 72°C - 10 min.
Iniciadores utilizados:
5'- 3" AF-1: ggt ttt cat atg ccc tgc gta caa
P CV Q
3'- 5 AF-1: gta aaa gga tcc tta cgt gcc ctc gcc gga
StopT G E G S
5'- 3" LBD: gga ttt cat atg cca aag agc cca cta
P K S P L
3'- 5" LBD: gta aac gga tcc tca gaa agg cag ggt atc
Stop F P L T D
Para a reagdo de PCR, utilizou-se de 2-4 pg de DNA plasmidial, 1,5 mM
MgCl,, 1 unidade de Taq DNA Polimerase (PCR Buffer 10X: 200mM Tris-HCI pH
8,4, 500mM KCI), 0,2mM de cada dNTP, e 1 yM de cada iniciador, sendo o

volume final da reacédo de 25ul. A reacéao foi realizada no termociclador Modelo
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PTC 150 Mini Cycler, MJ Research. O controle de reacéo foi o DNA do plasmidio
pDBD 86-174 que contém o dominio de ligagcdo ao DNA do receptor nuclear Rev-
erb B (TERENZI et al., 1998).

3.2 Analise em gel de agarose

Apés a amplificagdo, a visualizagdo se deu por gel de agarose 1% (ref),
corado com brometo de etidio e exposto a luz ultravioleta. As imagens foram
registradas por um sistema de foto-documentagao UVP INC.

3.3 Purificagcao de DNA plasmidial e de fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram cortados do gel e

purificados através do Kit (Concert ™

Matrix gel extraction system).

3.4 Digestao com enzimas de restricao e Ligagcao ao vetor pET14b

Com a confirmacgao da purificacéo, tanto os fragmentos purificados como o
vetor pET14b foram digeridos com as enzimas BamHI e Ndel (reagdo: 1 unidade
de cada enzima, Tamp&o 1X, BSA 0,1% e 1ug de DNA) overnight a 37°C. Feita
uma nova purificagdo, as reagdes de ligagao (4ul DNA ligase, Tampao da ligase
1X) em proporgées DNA do inserto / DNA plasmidial de 1:1, 2:1 e 3:1, ocorreram
overnight a 8°C. As solugdes das reagdes de ligacao foram transformadas em
bactérias E.coli XL1blue.

3.5 Extragao de DNA plasmidial

Apos o crescimento das colbénias em placas LB/Ampicilina/IPTG/X-Gal,
foram selecionadas colénias brancas e azuis. Com um ponteira foi retirada uma
colénia e colocada em um tubo contendo 3 ml de LB e 3ul de Ampicilina

(50mg/ml). As coldnias cresceram overnight. Este procedimento foi realizado para
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coleta de varias colbnias da mesma placa, para aumentar as chances de obtengao
do clone desejado. O procedimento foi seguido de acordo com Ausubel et al.
(1995) e o DNA plasmidial obtido da extracao foi analisado em gel de agarose 1%.

Para o sequenciamento o Kit (Amersham) foi utilizado, seguindo as
instrucdes do fabricante, para obter maior massa de DNA.

3.6 Tranformacao em bactérias competentes

Os plasmidios de interesse (1-2 pl resultantes das extragdes) foram
adicionados as bactérias competentes XL1blue, DH5a, BL21 codon plus e BL21
DE3 (50 pl), preparadas de acordo com Ausubel et al. (1995) a 4°C por 20 min.
Em seguida, as amostras foram colocadas em banho a 42 °C por 1 min e
novamente colocadas no gelo. Aos tubos foram adicionados 1 ml de meio LB e
foram incubados a 37°C por 1h. Apds este periodo, os tubos foram centrifugados
por 3 min a 2000 g.

Foram removidos 750 ul do sobrenadante para serem desprezados, sendo
o restante utilizado para ressuspender as células. A suspensdo de células foi
entdo espalhada sobre uma placa de meio LB sdlido (1% peptona, 0,5% Extrato
de levedura, 0,5% NaCl, 1,5% de Agar, pH 7,5), contendo Ampicilina 50 ug/ml,
IPTG (isopropil —B-D-tiogalactosideo) 1,5 mM, X-Gal (5-bromo-4 cloro-3-indolil-3-
D-galactosideo) 80ug/ml e a placa colocada em estufa a 37°C por 16-20h
(AUSUBEL et al. 1995).

3.7 Expressao das proteinas recombinantes em Escherichia coli

Os dominios AF-1 e LBD foram expressos utilizando-se dois sistemas. No
primeiro, os dominios foram inseridos em pGEX-2T 128/129 (BLANAR et al.,

1992) posterior ao gene que codifica a proteina GST (glutationa —S- tranferase).
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Portanto, a expressdo dos dominios se da fusionada a esta proteina, entre eles
ainda encontra-se um pequeno peptidio de identificacdo (gsdykddddkarrasvef) do
préprio vetor. O segundo sistema utiliza o vetor pET14b que expressa uma cauda
N-terminal de 6 histidinas a proteina recombinante. As seqléncias das proteinas
incluindo os peptidios fusionados (em italico) sao:

O dominio LBD expresso em pGEX-2T (30,138.5 Daltons) correspondente aos

amino acidos 380 a 628:

sdykddddkarrasvefPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSRYCP
TDOATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRL
SIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMI
TERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQALEPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYL
KLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF

O dominio AF-1 expresso em pGEX-2T (32780.6 Daltons) correspondente aos amino acidos 1 a 293:

GSDYKDDDDKARRASVEFMPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTEIMNPDYAKLTMDLG
STGIMATATTSLPSFSTFMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHH
HHHHHHHHQQQQPSIPPPSGPEDEVLPSTSMYFKQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPSA
PGCIAPGPLLDPQMKAVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLP
LGAAAAAGSQAAALEGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSS
SSGEGTEFIVIDstop

O dominio LBD expresso em pET14b (30245.70 Daltons):

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHPKSPLOQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSRYCPTDQATAGTD
AEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTAEDKEVFCNGLVLHR
LOCLRGFGEWLDSIKDEFSLNLQSLNLDIQALACLSALSMITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQAL
EPSEPKVLRALVELRKICTQGLOQRIFYLKLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPFEstop

O dominio AF-1 expresso em pET14b (32887.79 Daltons):

GSSHHHHHHSSGLVPRGSHMPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTEIMNPDYAKLTMDL
GSTGIMATATTSLPSEFSTFMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHH
HHHHHHHHHOQOQOQPSIPPPSGPEDEVLPSTSMYFKOSPPSTPTTPGFPPOQAGALWDDELPS
APGCIAPGPLLDPOMKAVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSL
PLGAAAAAGSQAAALEGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRS
SSSGEGTstop

Para os vetores pGEX, as bactérias utilizadas foram do tipo DH5a. Para
pET14b utilizou-se linhagens BL21 codon plus e BL21 DE3. Apds a
transformacédo, as DH5a foram expressas em 0,8 ou 1,7 D.O a 600nm,

dependendo do experimento, e as BL21 expressas em 0,8 D.O a 600 nm. O meio
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de cultivo utilizado foi o LB (luria bertani) com 0,1 mg/ml do antibiético ampicilina.
O tempo de inducédo variou de 4 a 16h (overnight) testando-se temperaturas entre
25 e 37°C. O agente indutor foi o IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosida) em
concentragdes de 0,2 ou 1,0 uM. Todos os experimentos foram realizados sob
agitacédo a 150 rpm.

3.8 Purificagao de Proteinas

As células bacterianas foram centrifugadas a 6000g e o precipitado a partir
de 1000 ml de cultura foi suspenso em 20 ml de tampao. Para pGEX utilizou-se o
tampéo fosfato pH 7,4 (PBS) com DTT — ditiotreitol (5mM para LBD e 1TmM para
AF-1) e inibidores de protease (complete™, Mini, Boehringer Mannheim). Para
pET 40 ml de tampao fosfato com 10 mM de imidazol. As mesmas concentracdes
de DTT e os mesmos inibidores de protease usados para pGEX, foram
adicionados. As células foram rompidas através de sonicador (4 ciclos/20s) a 4°C.
Triton X-100 foi adicionado a uma concentracao final de 1%, e a suspenséo foi
centrifugada por 20 min a 15000g. Os sobrenadantes de pGEX foram encubados
por 90 min a °C com 2ml de resina glutationa —sefarose (GSH-Sepharose 4B -
Amersham). A resina foi lavada com 30 volumes de PBS. Neste passo de
purificagao foram utilizadas duas metodologias:

Clivagem da proteina fusdo na coluna:

A coluna de purificagao foi lavada com 10 volumes de tamp&o de clivagem
da trombina (50 mM de Tris-HCI, pH 8, 150 mM de NaCl, 2.5 mM de CaCl, e 5 mM
de DTT para LBD e 1mM DTT para AF-1). A enzima foi adicionada a resina a 1

unidade de trombina /100 pg de proteina fusao.
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Clivagem da proteina fusao fora da coluna:

A proteina fusado foi eluida com 10 ml de glutationa redusida (GSH) a 10
mM. As fracbes de eluicdo foram concentradas por ultrafiltracido utilizando
Membranas Amicom (Millipore) e o tampao foi trocado para clivagem com
trombina no mesmo tubo concentrador. Deste modo a GSH foi eliminada. A
proteina fusdo foi digerida com trombina (1 unidade de trombina/100 pg de
proteina fusdo) no mesmo tampao de clivagem citado anteriormente. A proteina
clivada foi encubada por 2 h a 4°C com 2mL de glutationa-sefarose.

Em ambos os casos as fragbes de elui¢cdo, correspondentes a cada passo
de purificacédo, foram coletadas e analizadas por SDS — PAGE.

Para a purificagdo das proteinas expressas com o vetor pET14b, o
sobrenadante foi aplicado diretamente a resina ja carregada com sulfato de niquel
- HiTrap chelating (Amersham) de 1mL. As resinas foram pré-tratadas com 10 ml
de agua, e 10 ml do mesmo tampao fosfato da suspensao inicial. Apds a
passagem do estrato protéico a resina foi lavada com 10 ml PBS (10mM Imidazol)
e posteriormente com 6 ml de um tampao de lavagem (PBS 7,4 com 20mM de
Imidazol). As eluigbes foram feitas com gradientes de Imidazol de 50mM a 200mM

e os passos de purificagdo foram analisados por SDS-PAGE.

3.9 SDS -PAGE
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Os géis SDS PAGE (LAEMMLI, 1951) foram utilizados. Géis de separagao
continuos com concentragdes de 10 % ou 12 % de acrilamida foram feitos com
géis de empilhamento a 4 % de acrilamida, segundo Celis et al. (1998).

As amostras foram solubilizadas em um tampao de amostra contendo
Tris.Cl pH 6.8, glicerol 20%, SDS 4%, DTT 50 mM, Azul de bromofenol 0,001%,
aquecidas por 4 min a 95 °C e aplicadas a sistemas BioRad ou Amersham com

auxilio de microseringa.

3.10 Coloragao de géis SDS — PAGE

A coloragéo foi feita através do corante azul de coomassie CBR — 250, onde
o gel foi inicialmente equilibrado em solugao metandlica (Metanol 45 %, Ac.Acético
10 %, CBR-250 1 % e H20 45 %) por 1h e descorado em solugao contendo 50 %
metanol e 10% Ac. Acético (Celis et al. 1998).

Na coloracdo por de Nitrato de prata, foi feito um tratamento inicia com
solucéo de fixacdo (50 % metanol 50%; Ac. Acético12%; formaldeido 37% - 0,5
mL) overnight seguido de uma lavagem com etanol 30%. Os géis foram tratados
com uma solugao de tiosulfato de sddio (0,2 g/L) e impregnados com solugao de
Nitrato de prata (2g/L) e formaldeido 37% (0,75 mL/L) por 30 minutos. Lavou-se
com agua destilada e a revelagao foi feita com uma solugao a base de Carbonato
de célcio (NaxCoz — 60g/L; HCOH 37% - 0,5 mL/L; Na;S,03.5H,0 — 4mg/L) por
aproximadamente 10 minutos. A reagao foi interrompida com uma solugéo de
Metanol 50% e Ac. Acético 12% por 10 minutos, seguido de uma lavagem com

Metanol 50% (BIUM et al.,1987).
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3.11 Secagem dos géis
Os géis foram colocados entre folhas de celofane umedecidas com Glicerol
3 %. Estes foram esticados sobre uma placa de vidro e colocados em uma estufa

a 50 °C.

3.12 Dosagem de Proteinas

O método de Bradford foi utilizado (AUSUBEL et al., 1995). A curva-padrao
foi feita com a proteina BSA (Bovine Serum albumin), com concentragdes de 2.5,
5, 7.5, e 10 ug. Através da plotagem dos dados obtidos por espectrofotometria,
medidos a 545nm, a concentracdo de proteinas foi determinada. Todas as

amostras foram feitas em duplicatas.
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3.13 Seqiienciamento N-Terminal

As proteinas purificadas foram separadas por SDS-PAGE e transferidas
para membranas de PVDF. As bandas de interesse foram cortadas e submetidas
a sequenciamento N-terminal através do método de degradagdo de Edman em
sequenciador Applied Biosystems Procise Sequencer.

3.14 Espectrometria de Massa

As amostras (10 pyM) foram analisadas por SELDI (Surface — enhanced
Laser Desorption/ lonization) através de um espectrémetro de massa Ciphergen

(analises feitas por Pablo Fernandez - Instituto Pasteur, FR).

3.15 Desnaturagao térmica monitorada por UV

As andlises foram realizadas a 55 °C usando um espectrofotdmetro
Ultrospec 3100 pro (Amersham) a 280 nm e monitorando o sinal entre 0 e 2,5
horas. Os experimentos foram medidos em triplicata (GINSBURG et al., 1965).

3.16 Dicroismo Circular (CD)

Os espectros de CD foram medidos em um intervalo de comprimentos de
onda variando de 200 a 250 nm a 4°C obtendo-se a média de 5 espectros com
velocidade de varredura de 100 nm/min e resolugao de 0,1 nm a cada passo. A
temperatura foi aumentada em 1°C a cada minuto. O aparelho utilizado foi um
espectropolarimetro Jasco J-715 equipado com uma unidade peltier. O conteudo
de a-hélices de LBD purificado foi monitorada através do pico 222nm durante uma
desnaturagao térmica de 4 ou 20 °C (dependendo do experimento) até 80 °C.

Todas as medidas foram convertidas para MRE (mean residue ellipticity) e
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realizadas em cubeta de 0,1 mm de espessura. A concentracdo de amostra
utilizada foi de 10uM em tampao PBS. O espectro de calibragdo (com somente
PBS) foi subtraido de todos os espectros medidos. O programa CDSSTR foi
utilizado para determinar o conteudo de estruturas secundarias a partir dos

espectros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Subclonagens em vetores de expressao

Os dominios AF-1 e LBD, do receptor nuclear 6rfao NOR-1, foram
subclonados em vetores de expressdo tendo como base suas fungdes,
conservadas evolutivamente. Os fragmentos de DNA amplificados por PCR,
correspondentes ao dominio AF-1 (do aminoacido 1 ao 293) e ao dominio LBD
(do aminoacido 380 ao 628) foram inseridos no vetor pET14b. Os novos vetores
de expressdo foram chamados PpET-LBD e pET-AF-1. Os vetores foram
sequenciados e para um deles (pET-AF-1) ndo foi confirmada a sequéncia
esperada.

Na figura 1 observam-se os alinhamentos correspondentes a proteinas
homologas do NOR-1: Nurr1 e Ndfi-B. As regides em destaque representam os
dominios AF-1 e LBD. Pode-se observar também que a homologia do receptor na
por¢cdo do dominio LBD € maior que na regidao N-terminal AF-1, quando

comparado com os outros receptores da mesma subfamilia NR4 (figuras 2, 3 e 4).

CLUSTAL FORMAT, CPU=1.65 sec, SCORE=74, Nseg=3, Len=647

NOR-1 MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYG----SEYTTEIMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATTSLP
Nurrl MPCVQAQYGSSPQOGASPASQSYSYHSSGEYSSDFLTPEFVKFSMDLTNTEI--TATTSLP
Ngfi-B = =  mmm e MDLASPETAPTAPATLP

* Kk K . **.::**
NOR-1 SFSTFMEGYPSS-CELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQ
Nurrl SEFSTFMDNYSTG-YDVKPPCLYQMPLSGQQSSIKVEDIQMHNYQQHSH--———=——————
Ngfi-B SFSTFMDGGYTGEFD---TFLYQLPGTAQPCSSASSTSSSSSSATSPASASFKFEDFQVY

KrRxK KK, H : B . .
NOR-1 QPSIPPPSGPEDEVLP-STSMYF--KQSPPSTPTTPGFPPOAGALWDDELPS-APGCIAP
Nurrl ---LPPQS---EEMMPHSGSVYY--KPSSPPTPSTPGFQVQHSPMWDDPGSLHNFHQNYV
Ngfi-B GCYPGTLSGPLDETLS-SSGSDYYGSPCSAPSPPTPNFQPSQLSPWDGSFGHFSPSQTYE
.F HE S N : F S A LR

NOR-1 GPLLDPOMKAVPPMAAAARFPIF-FKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAA
Nurrl A--T-THMIE-QRKTPVSRLSLFSFKQSPPGTPVSS—----CQMRFD----GPLHVPMNPE

Ngfi-B G--LRVWTEQLPKASGPPPPPTF-FSFSPPTGPSPSLA-——---—-————-— QSSLKLFPA

*  * * KKk * *
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NOR-1 AAAGSQAAALEGHPYGLPLA-KRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSS

Nurrl PA-GSHHV-VDGQTFAVPNPIRKPASMGFPGLQI---GHASQLL--DTQVPSPPSRGSPS
Ngfi-B PA--THQL-GEGESYSVPAAF-——-—————— PGLAPTSPNCDTSGILDAP-VTSTKARSGSS
PR HR I x o H KL Rl
NOR-1 ——GEGTCAVCGDNAACQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQ
Nurrl ——-NEGLCAVCGDNAACQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKNAKYVCLANKNCPVDKRRRNRCQ
Ngfi-B GGSEGRCAVCGDNASCQHYGVRTCEGCKGFFKRTVQKSAKYICLANKDCPVDKRRRNRCQ
'** ********:**********************.***:*****:************
NOR-1 YCRFQKCLSVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKSPLOQOEPSQPSPPSPPICMMNALVRA
Nurrl YCRFQKCLAVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKS————— PODPSPPSPPVSLISALVRA
Ngfi-B FCRFQKCLAVGMVKEVVRTDSLKGRRGRLPSKPKQ-~=~=~~— PPDAS----PTNLLTSLIRA
:*******:*************************. * :.* * ::.:*:**
NOR-1 LTDATPR--DLDYSRYCPT-DQATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLP
Nurrl HVDSNPAMTSLDYSRFQANPDYQOMSGDDTQHIQQFYDLLTGSMEI IRGWAEKIPGFADLP
Ngfi-B HLDSGPNTAKLDYSKFQELVLPRFGKEDAGDVQQFYDLLSGSLDVIRKWAEKIPGFIELS
*: * .****:: . *: ':****:**:‘*::: * ok k ok ok ok ok kK :*'
NOR-1 KEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSL
Nurrl KADQDLLFESAFLELFVLRLAYRSNPVEGKLIFCNGVVLHRLQCVRGFGEWIDSIVEFSS
Ngfi-B PGDODLLLESAFLELFILRLAYRSKPGEGKLIFCSGLVLHRLQCARGFGDWIDNILAFSR
* * **:********:***: **:. *.*::**.*:******* ****:*:*'* * *
NOR-1 NLOSLNLDIQALACLSALSMITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQR--KGQALEPSE
Nurrl NLONMNIDISAFSCIAALAMVTERHGLKEPKRVEELQNKIVNCLKDHVTEFNNGGLNRPNY
Ngfi-B SLHSLGVDVPAFACLSALVLITDRHGLQDPRRVEELQNRIASCLKEHMAAVAGDPQPASC
PRI I A A A A R I R R S * ..
NOR-1 —PKVLRALVELRKICTQGLQRIFYLKLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF
Nurrl LSKLLGKLPELRTLCTQGLQRIFYLKLEDLVPPPAIIDKLFLDTLPF
Ngfi-B LSRLLGKLPELRTLCTQGLQRIFCLKLEDLVPPPPIVDKIFMDTLSFE

..k k kkk ek khkkhkkhkhkkhkhkk Khhkkhkhkhkkk Khk o okkoekoekkk K

Figura 1. Resultado do alinhamento dos receptores nucleares da subfamilia NR4

de Rattus norvergicus utilizando o programa ClustalW 1.82. A regido correspondente a

porcao N-terminal AF-1 esta representada em amarelo e o dominio LBD em azul.

T-COFFEE, Version_ 1.41(Fri Jun 28 14:24:48 MDT 2002)
Notredame, Higgins, Heringa, JMB(302)pp205-217,2000
CPU TIME:1 sec.

SCORE=74

*

BAD AvGIG00H
*

NOREINNN: 74
NEEETNNN: 75
NEEISENN: 73

NOR-1 MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYG--—-SEYTTE IMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATHSHPSES
Nurrl MPCVQAQYGSSPQGASPASQSYSYHSSGEYSSDFLTPEFVKFSMDLTNIEL - - FATISEBSES

NGEi-B  — o oo oo MDLASPETAPTAPATLPSES

Cons koL R
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NOR-1
Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1

Nurrl

Ngfi-B

[EEMEGYPSS - CELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQOPSIPP
[EEMBRYSTG- YDVKPPCLYOMPLSGQQSS IKVEDIQMHNYQQHSH-—————————————- LPP
EEMBECYTGEFD---TFLYQLPGTAQPCSSASSTSSSSSSATSPASASFKFEDFQVYGCYPGT

*kk ok

PSGPEDEVEE- STSMYF--KQSPPSTPTiBCHBBOAGANNDDE L PS - APGCIAPGPLLDPQMK
0s---EEMMBHSGSVYY - -KPSSPPTPSIBCEOVONSBMADD PGS LENFHONYVA - - T-THMI
LSGPLDETLS - SSGSDYYGSPCSAPSPPiBNEOBSONSBNDES FGHFSPSQTYEG— - LRVWTE

AVPPMAAAARFPIF-FKPSPPHBPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAAAAAGSQAAALEG
E-QRKTPVSRLSLESFKQSPBGTPVSS - - - -COMRED - - - -GPLHVPMNPEPA-GSHHV-VDG
QLPKASGPPPPPTF-FSFSPPIGPSPSLA---—--—--——-— QSSLKLFPAPA--THQL-GEG

* x. EEEL SRR

*

HPYGLPLA- KRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSS - -GHGICAVCCDNAR
OTFAVEND I RKPASMGFPGLQI - - -GHASQLL--DTQVPSPPSRGSPS - - NEGHCAVCCDNAR

ESYSVPARF-------- PGLAPTSPNCDTSGILDAP-VTSTKARSGSSGGSECRCAVCEDNAS

S ERR S

QATAGTDAEHVQOFYNLLTASIDVSRSWAEKL PGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVLRLSIRS
YOMSGDDTQHIQOFYDLLTGSMET IRGWAEK T PGFADLPKADQDLLFESAFLELFVLRLAYRS
PREGKEDAGDVQQFYDLLSGSLDVIRKHAEKI PGFIELSPGDODLLLESAFLELFILRLAYRS
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Cons

NOR-1
Nurrl

Ngfi-B

Cons

NOR-1  KEPKRVEELCNKITSSLKDHQR--KGQALEPSE- PKVLRALVELRKICTQGIORIFYLKLEDL
Nurrl  KEPKRVEELONKIVNCLKDHVTFNNGGLNRPNYLSKLLGKLPEIRTLCTQGLORIFYLKLEDL
Ngfi-  DPRRVEEEONREASCEKEHNAAVAGDEQPASCLSRLLGKLPEIRTHCTOCHORIFCIKEEDY

Cons

*
*
*

NOR-1
Nurrl

Ngfi-B

Cons

Figura 2. Alinhamentos dos receptores da subfamilia NR4 de Rattus norvergicus,
obtidos pelo programa T-Coffee 1.41, mostrando os graus de homologias, onde estas

aumentam quanto mais préximas do vermelho.

SeqA None (aa) SeqB  None (aa) Score
1 NOR1 293 2 Nurrl 262 37
1 NOR1 293 3 Ngfi-B 231 29
2 Nurrl 262 3 Ngfi-B 231 26

Figura 3. Resultado dos scores de homologia do Clustalw para o dominio AF-1.

SeqA None (aa) SeqB  None (aa) Scor e
1 Nor 1 249 2 Nurrl 250 63
1 Nor 1 249 3 Ngfi-B 246 53
2 Nurrl 250 3 Ngfi-B 246 60

Figura 4. Resultado dos scores de homologia do Clustalw para o dominio LBD,
mostrando ser um dominio de maior homologia.

O receptor NOR-1 possui maior homologia com seu homélogo Nurr1. Na

porcédo N-terminal (37%) e na C-terminal (LBD) 63%. A estrutura tri-dimensional do
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dominio LBD de Nurr1 ja foi descrita. Sua cavidade de ligacdo € bloqueada por
residuos hidrofobicos conservados nos trés membros da familia NR4 (WANG et
al., 2003). A superficie de interagdo com co-ativadores observada em Nurr1 é
diferente dos outros receptores nucleares e envolve os aminoacidos R418 e F439.
Em NOR-1 o R418 é conservado, entretanto o F439 é substituido por isoleucina
(WANG et al., 2003), podendo exercer um papel funcional ou estrutural para esta
regido. Codina et al. (2004) descrevem para o receptor Nurr1 uma nova superficie
de interagdo com co-reguladores. Os aminoacidos envolvidos (L570, F574, F592,
L593, L596 e F598) sdo conservados em NOR-1 e provavelmente tenham a
mesma funcgao.

Os dominios AF-1 e LBD ja encontravam-se subclonados em pGEX-2T,
trabalho realizado no laboratério de Mario Zakin, Instituto Pasteur, Franca. A
clonagem nos vetores pET14b se deu a partir dos vetores pGEX, pela
necessidade de outra metodologia de purificagdo (adicdo de uma cauda de
histidinas para purificagdo de afinidade por niquel), principalmente para o dominio
AF-1. Os fragmentos de DNA amplificados de 879bp e 744bp correspondentes
aos dominios AF-1 e LBD respectivamente, foram amplificados utilizando o
programa descrito em materiais e métodos (figura 5). Apdés amplificagdo, os
fragmentos foram cortados do gel de agarose e purificados (figura 6). Feita a
ligacdo nos vetores pET, a verificagdo da clonagem se deu por PCR e por

digestao com enzimas de restricao (figuras 7 e 8).
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SURTR——

Figura 5. Amplificacao por PCR dos dominios LBD (1 e 2) e AF-1 (3 e 4).

A diferenca de tamanhos observada é um bom indicativo de que os

fragmentos amplificados sao os esperados.

Figura 6. Fragmentos de DNA purificados de AF-1 e LBD.
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Figura 7. Amplificagao por PCR dos vetores pET-AF1 (2 a 5) e pET-LBD (6 a 11).

AF-1 LBD pET-nao cortado

Figura 8. Teste de digestdo dos vetores pET-AF-1 e pET-LBD com EcoRI e
BamHI.
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Nos diagramas esquematicos da figura 9 estdo representadas as

construgdes dos vetores de expressao utilizados para expressao das proteinas.

//Thuﬂﬂhm
/ BamHi 930
GST / Enterokinase
/ HA
EcoRISTE

NOR-1 - AF-1

Lsclq
pGEX- AF-1

5886bp

Prou 14086

Eam110s 1 2e76)

HgiE lI3aee

Abaid 1 (3108

BspLU11 12Tt =7
AR Ill27m3)

EcoR l4cam

pET-LBD
(5421 bp)

/Tmmbin
/" Bamhi 930
G8T Enterckinase
F 2 &1
EcoRISTR

NOR-1 LBD

Lsclg

on

Bpul102 lase)
BamH lis1)

NOR-1LED

Mse K17st)

Bpu10 Ij1ea)

Bsg 143

Figura 9. Vetores utilizados para expressdo dos dominios AF-1 e LBD do receptor

NOR -1.
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4.2 Expressao das proteinas recombinantes

Diferentes condigbes para expressdao de AF-1 e LBD foram testadas.
Inicialmente o dominio AF-1, suclonado em pGEX, foi expresso e avaliado nos
tempos 0, 2, 4, 6 e 8 horas, utilizando-se 1 mM de IPTG a 1 D.O em bactérias
E.coli DH5a. Foi facilmente perceptivel o aumento da expressdo em tempos mais
longos como em 6 e 8 horas. Neste teste, somente o extrato total das bactérias foi

analisado (figura 6).

Figura 6. Analise do extrato total de bactérias DH5a expressando por até 8h o
dominio AF-1. A caixa em vermelho destaca linha de bandas aumentando sua

intensidade.

Para o dominio LBD (subclonado em pGEX) testou-se em DH5a a
expressao overnight e no periodo de 8h. Novamente a expressdo em tempos mais

longos foi observada com maior intensidade em gel (Figura 7).
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1 2 3 4 5 6 MW

Figura 7. Avaliagdo da expressado de AF-1 e LBD pelo extrato total bacteriano em
diferentes tempos de indugdo com 1 mM de IPTG a 37°C. Em 1, 2, 3 (AF-1 nos tempos 0,
8 e 16h); em 4, 5 e 6 (LBD nos tempos 0, 8 e 16h)

Em um dos experimentos as indugées com IPTG em 16h foram feitas no
periodo em que as bactérias atingiam a fase estacionaria, em 1,7 D.O
aproximadamente. Surpreendentemente, neste experimento, ambos dominios
tiveram um significativo aumento de expressdo. Sabe-se hoje que proteinas
fusionadas com GST realmente apresentam melhor expressao nesta fase de
crescimento (CHAE et al., 2003) e esta foi a maneira adotada como a condi¢cao
otima.

Testes de expressdo em diferentes temperaturas, entre 25 e 37°C, também
foram feitos. Obtiveram-se a 37°C, os melhores rendimentos. (dados néo

mostrados).
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O vetor pET14b LBD e AF-1 foram expressos em uma concentragao mais
baixa de IPTG (0,2 mM) - como teste inicial - em culturas overnight, utilizando-se
bactérias BL21 codon plus. Nao houve diferencas na expressao entre os tempos
zero de indugao e overnight. Admitindo a hipotese de erro no seqienciamento do

vetor pET-AF-1, deu-se continuidade ao processo de expressdao e

purificacdo da proteina (figura 8).

Figura 8. Expressao do dominio AF-1. Em 1- precipitado celular, 2 — tempo zero
de indugdo e 3 — overnight. Com LBD o resultado foi bastante semelhante (dados nao

mostrados).

4.3 Processo de purificagao das proteinas
O lisado bacteriano, resultado da expressdo de pGEX-LBD, apos

centrifugagao, foi incubado por 90 min a 4°C com GSH-Sepharose. A resina foi
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entao lavada até que nenhuma proteina pudesse ser identificada por Bradford, no
eluente. Duas metodologias foram testadas. Na primeira, a proteina fusao ligada a
resina foi eluida com 10 mM de solugdo de GSH com poucos contaminantes. Na
segunda, a proteina ligada a coluna foi lavada com o tampao de clivagem da
trombina (ver metodologia) e incubada com a mesma. Usando este ultimo
procedimento, em apenas um experimento foi possivel obter a proteina de
tamanho esperado. Este caso particular provavelmente ocorreu devido a
desnaturagao da molécula, facilitando a sua clivagem, ja que foi feita em um longo
periodo de 22h (figura 9).

O mesmo experimento foi feito simultaneamente para AF-1, no entanto a

proteina esperada n&o foi obtida nas fragcdes de elui¢do (figura 10).

Figura 9. Purificacdo do dominio LBD através de clivagem na coluna. Em 1-
sobrenadante inicial; 2 — Ligagao da proteina fusdo a coluna; 3 — Eluato; 4- lavagem; 5,
6 e 7- eluigbes do dominio LBD; 8 — proteinas restantes na coluna (destaque para LBD e

GST em maior volume).
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Figura 10. Purificagdo do dominio AF-1 a partir de clivagem na coluna GSH-
sefarose. Em 1-sobrenadante inicial; 2- proteina fusédo ligada a coluna; 3 — Eluato; 4-

lavagem; 5, 6 e 7- eluigdes; 8 — proteinas que permaneceram ligadas a coluna.

Percebe-se que a clivagem com trombina ocorreu. E possivel observar GST
ligada a resina e uma nova banda que supostamente seria AF-1. O dominio,
portanto, apresentou afinidade pela coluna nessas condigoes.

Tendo em vista que em somente um experimento foi possivel obter LBD
puro, a primeira metodologia foi adotada. Neste ensaio, a proteina retida por
afinidade na resina de GSH-Sefarose, foi eluida com solugdo de GSH e tratada
com trombina. Testes foram feitos para estabelecer o melhor tempo de clivagem,

que foi de aproximadamente 20 h a 4°C (figura 8).
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Figura 8. Teste de clivagem com trombina. 1 - tempo zero; 2- 4 horas ; 3 -12 horas

e 4 - 20 horas de clivagem.

Apéds o tratamento com trombina, a proteina fusdo, ja clivada, foi incubada
novamente, por 2h a 4°C com 2 ml de glutationa-sefarose. Observou-se a proteina
LBD nas primeiras fragdes de elui¢ao (figura 9). O rendimento de GST-LBD, LBD
apos a clivagem com trombina, e LBD apds a incubagao com GSH-sefarose pode
ser visto na tabela 1. A proteina do ultimo passo de purificagcdo apresentou um
rendimento de 3 mg/litro de cultura celular. Esta concentrag&o foi estimada atraves

do método de Bradford.
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1 2 3 4 5 MW (kDa)
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Figura 9. Purificagdo do dominio LBD a partir da empressédo em pGEX-2T. 1 —
proteina fusdo ligada a resina; 2 — proteina fusédo eluida com GSH; 3 — clivagem com
trombina; 4 — LBD purificado; 5 — proteina fusdo e GST ligadas na coluna GSH sefarose,

resultado da segunda passagem pela coluna GSH-sefarose.

Tabela 1

Protocolo de purificagdao de NOR-1 LBD a partir de 1 litro de cultura

Fracao Rendimento (mg) a Recuperado (%)
| 19.2 v 100
| 11.50b 59.8
]| 3.25¢ 16.9
v 3¢ 15.6

Nota. |, Proteina fusdoGST-LBD antes da eluicdo com GSH; I, Proteina GST-LBD apés a
primeira eluicdo com GSH,; lll, Proteina LBD apos tratamento com trombina; IV, Proteina
LBD purificada apds segunda eluicado com GSH.

& O rendimento foi calculado através da densitometria de géis digitalizados, e

correspondem a ® GST-LBD e ° LBD.
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Na tentativa de purificar o dominio AF-1 pelo mesmo método adotado paro
o LBD, o vetor pGEX-AF-1 foi expresso em bactérias DH5a nas condi¢des 6timas
estabelecidas e ligado a coluna de GSH-sefarose. Entretanto, a eluicdo da
proteina fusdo com a solucdo de GSH foi bastante ineficiente e muitos

contaminantes foram observados (figura 10).

E—.——\ —— — L
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Figura 10. Eluigdo da proteina fusdo GST-AF-1 com GSH. Em 1 e 2 — proteina

fusdo; 3 e 4 — lavagens; As eluigdes com GSH correspondem as colunas de 5 a 9.

A clivagem da proteina fusdo GST-AF-1 pdde ser evidenciada em gel, no
entanto a contaminagao era muito grande. Através da predi¢cdo estrutural para o
dominio AF-1, observa-se que € uma proteina quase totalmente em estruturas
randémicas, apesar da regido N-terminal de 6rfaos conter regides importantes
envolvidas na transativacéo e fosforilagdo (NORDEZELL et al., 2003; GRESTICK

e MORAS, 2003; WANSA et al., 2003) (figura 11).
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Sequéncia AF-1 NOR-1I:

MPCVQAQYSPSPPGSTYATQTYGSEYTTE IMNPDYAKLTMDLGSTGIMATATTSLPSFST
FMEGYPSSCELKPSCLYQMPPSGPRPLIKMEEGREHGYHHHHHHHHHHHHHHQQQQPSTIP
PPSGPEDEVLPSTSMYFKQSPPSTPTTPGFPPQAGALWDDELPSAPGCTIAPGPLLDPOMK
AVPPMAAAARFPIFFKPSPPHPPAPSPAGGHHLGYDPTAAAALSLPLGAAAAAGSQAAAL
EGHPYGLPLAKRTATLTFPPLGLTASPTASSLLGESPSLPSPPNRSSSSGEGT

Predicao de estrutura secundaria (H = hélice, E = folha-f, - = sem predicdo):

———————————————— EEEEE------EE---—----HEEE-—-----EEEE-—---——--—
T E-——--- HHHHHHH-——-———————————————
—————————————— EEE— ==~ —m oo oo
----HHH----- 1 HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
————————— H-H—————— === ——————————F-mm oo oo

Figura 11. Resultado da predi¢gdo predigdo de estrutura através do programa
nnpredict. Nota-se que a maior parte da proteina (aproximadamente 80%) ndo apresenta

estrutura secundaria.

Acredita-se que este dominio ndo apresenta uma estrutura estavel
(GRESCHIC e MORAS, 2003). Sendo assim, é provavel que a interacdo com
outras proteinas celulares seja maior dificultando sua purificacdo por esta
metodologia. Sugerimos, com o objetivo de estabilizar a estrutura, a subclonagem
do dominio AF-1 fusionado ao dominio DBD ou a selecdo de peptideos
importantes do dominio AF-1 para expressao isolada. Além disso, acreditamos
que proteinas co-ativadoras como SRC-2 — que sabidamente interage com
(WANSA et al., 2003) — poderiam ser utilizadas com a mesma finalidade (CODINA
et al. 2004).

Mesmo nao havendo diferencas de expressdo, deu-se sequéncia ao
processo de purificagdo usando os vetores pET-AF-1 e pET-LBD. Com ambos,
obteve-se uma banda de tamanho relativamente proximo ao esperado (30 kDa)

(figuras 12 e 13).
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Figura 12. Purificagdo do dominio AF-1. 1 — proteina recombinante ligada a coluna
de His.tag; 2 — primeira eluigdo com imidazol 50mM; 3 — 100mM de imidazol; 4 — 150mM

de imidazol; 5 — 200mM de imidazol e 6- proteinas que permaneceram ligadas na coluna.

[oo)

1 2 3 4 MW 5 6 7

Figura 13. Purificagdo do dominio LBD a partir da expresséo do vetor pET-LBD.
Em 1- sobrenadante; 2 — precipitado celular; 3 — eluato; 4 — proteina recombinante ligada
a resina; 5 — amostra da resina ao final do processo; 6 — LBD (primeira eluicdo com
imidazol 100 mM); 7- LBD (segunda eluigdo com imidazol 150 mM); 8- LBD (terceira

eluicdo com imidazol 200 mM).
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4.4 Sequenciamento N-Terminal e Espectrometria de Massa

Através da analise por espectrometria de massa (Analise por SELDI) e pelo
sequenciamento N-terminal pdde-se confirmar a purficagdo do dominio LBD do
Receptor NOR-1. Vé-se que a seqléncia encontrada para os primeiros 6 amino

acidos (Gly Ser Leu Tyr Lys Asp) corresponde a extremidade N-terminal da

proteina expressa em destaque:

GSDYKDDDDKARRASVEFPKSPLQQEPSQPSPPSPPICMMNALVRALTDATPRDLDYSR
YCPTDQATAGTDAEHVQQFYNLLTASIDVSRSWAEKIPGFTDLPKEDQTLLIESAFLELFVL
RLSIRSNTAEDKFVFCNGLVLHRLQCLRGFGEWLDSIKDFSLNLQSLNLDIQALACLSALSM

ITERHGLKEPKRVEELCNKITSSLKDHQRKGQALEPSEPKVLRALVELRKICTQGLQRIFYL
KLEDLVSPPSVIDKLFLDTLPF

Entretanto, somente pelo resultado do SELDI tornou-se possivel a

confirmagao exata da proteina de interesse (figura 14).
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Figura 14. Espectrometria de massa identificando as trés proteinas apods a
clivagem com trombina: NOR-1 LBD, GST e GST-LBD (proteina fusao).

A partir do programa Protparam adquiriu-se informagdo sobre a massa,
calculada através da sequéncia de amino acidos de LBD: 30.138,5 kDa. Este
resultado esta bastante proximo do encontrado por SELDI (30.138,7 kDa), nao
restando duvidas sobre a natureza da proteina.

As proteinas purificadas a partir do vetor pET-AF-1 e pET-LBD também
foram sequenciadas. No entanto as sequéncias encontradas foram MKVAKD e
ndao conferem com o esperado para a expressdo do vetor pET14b
(MGSSHHHHHH). Em analise por BLAST encontramos uma proteina, onde sua
regiao N-terminal possui 0s mesmos aminoacidos e que apresenta a caracteristica
de ser rica em histidinas com grande afinidade por Niquel e Zinco (FKBP-type
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase slyD — acesso PDB - P30856) também

chamada de Rotamase.
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Conclui-se que as proteinas purificadas ndo sédo AF-1 e LBD e sim
proteinas da propria bactéria que possuem grande afinidade pela coluna. Com
isso, verificamos os possiveis erros e a conclusdo chegada foi que a bactéria
utilizada deveria nao ser do tipo DE3 (o qual produz a T7 polimerase requerida
para expressao dos vetores pET). Neste momento, passamos a trabalhar com as
linhagens que sabiamos ser BL21 DES3, para expressar o vetor pET-LBD. O

resultado pode ser visualizado na figura 15.

MW 1

rJ

Figura 15. Purificacdo do dominio LBD expresso em BL21(DE3). Em 1 - proteina
LBD ligada na coluna de afinidade; 2- Resultado da purificagdo eluindo com 150 mM de
Imidazol.

Sendo assim, a bactéria DE3 expressou uma proteina — desta vez no
tamanho bem mais préximo do marcador de 30 kDa — confirmando o erro das
linhagens BL21. Alguns contaminantes sao observados. Para aprimorar a técnica,
um gradiente de Imidazol seria indicado tornando a amostra mais pura. Ou ainda,
novos testes de expressdo com diferentes temperaturas, tempos de inducéo e

concentragao de IPTG sao recomendados.
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Através de um novo sequénciamento do vetor pET-AF-1 ficou claro que a

sequéncia n&o confere com o esperado.

4.5 Analise por Dicroismo Circular

Para verificar o estado conformacional de LBD (expresso em pGEX), pois
deseja-se - apos a purificagéo - o estado mais proximo do nativo, foram analisados
os espectros de Dicroismo Circular. Em um primeiro experimento, obteve-se um
padrao predominante de a-hélices com picos maximos negativos em 222 nm e
208 nm. O percentual calculado pelo software CDSSTR (COMPTON et al., 1986)
de hélices foi de 30 %, 15% de folhas-beta e 55% de estruturas randémicas (figura

16).

[6) (10° deg. em” amer’’)
=

195 204 215 225 235 245
Comprimentode ondainm)

Figura 16. Primeiro experimento de CD com dominio LBD mostrando o perfil tipico
de a-hélices. Os circulos indicam um menor conteddo de estrutura secundaria (em
vermelho, na regido proxima a 200 nm e em verde, mostrando a auséncia do minimo de
222 nm bem definido).
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Comparando-se estes resultados com o estimado por programas de
predicdo de estrutura secundaria (figura17), sugeriu-se um estado de

desnaturacgao parcial da molécula.

====> Results from PSIPred

Helices 164 = 6
Beta-sheet 4 =
Coil 80 = 32%

oe

6
2

oe

====> Results from Prof

Helices 151 = 6
Beta-sheet 3 =
Coil 94 = 38%

o

1
1

o

====> Results from SCRATCH (SSPRO)

Helices 145 = 58%
Beta-sheet 11 = 4%
Coil 92 = 38%

Figura 17. Predi¢cbes de estrutura secundaria a partir de diferentes programas.

Vale ressaltar que a proteina purificada para este experimento encontrava-
se a 4°C ha 7 (sete) dias antes das medidas de CD, por motivos de transporte até
o laboratorio de cristalografia em Sao Carlos, SP. Em um novo experimento, com
a proteina recém purificada, o percentual de a-hélices calculado aumentou para
52%, folhas-beta 20% e estruturas randémicas 28%, corroborando com os dados
estimados pelos softwares de predicdo e com a estrutura cristalina de outro
membro da subfamilia NR4 (Nurr1, PDB 10VL), onde o conteudo de oa-hélices

esta proximo de 52% (figura 18).
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Figura 18. Segundo experimento de CD com o dominio LBD recém purificado. O
circulo vermelho indica um melhor enovelamento da proteina e o circulo verde mostra o

minimo em 222 nm mais evidente.

4.6 Avaliagao conformacional por desnaturagao térmica

Para avaliar o enovelamento da proteina, o dominio NOR-1 LBD purificado
foi submetido a denaturagdo térmica e analisado por espectrofotometria (radiagéao
Ultra-violeta a 280 nm) e Dicroismo circular. Com o experimento de UV a
denaturacéo se deu a 55°C por 2,5h e a absorbancia foi medida. Houve aumento
na absorgao da luz UV e foi detectado um padréao sigmoéide em grafico UV versus

tempo (figura 19).
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Figura 19. Andlise da desnaturagdo térmica por UV. Absorbancia a 280 nm

versus incubacao a 55°C.

O aumento da absorbancia sugere que a proteina esta expondo mais os
residuos de triptofano ao solvente (GINSBURG e CARROLL, 1965). Colina et al.
(2004) descreve que os triptofanos do dominio LBD de Nurr1 estdo parcialmente
expostos ao solvente. Sabendo que os triptofanos entre NOR-1 e Nurrl sao
conservados, espera-se que esteja ocorrendo a exposi¢cao de W420 e W482 apos
a desnaturacdo. Os triptofanos podem ser observados pelo modelo apresentado

na figura 20.
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Figura 20. Modelo esquematico do dominio LBD do receptor NOR-1 baseado na

estrutura de Nurr1 (modelagem através do SwissPDB), mostrando os residuos de
triptofano (em vermelho). A coloracdo indica o grau de acessibilidade da molécula que

diminui quanto mais préximo do azul.

Medidas de CD foram feitas monitorando o pico negativo a 220nm partindo-
se de 20 até 80°C. Com a proteina de 7 (sete) dias apos a purificagdo observou-se
o efeito da temperatura na estrutura em a-hélice de LBD a partir de
aproximadamente 40°C, atingindo um plateau em 55°C (figura 21). Com a proteina
recém purificada as medidas foram feitas de 4 a 80 "C. A transigao iniciou em

45°C e com plateau a 55°C (figura 22).
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Figura 21. Analise da desnaturagao térmica por CD de 20 a 80°C.
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Figura 22. Novo experimento desnaturagéo térmica avaliado por CD com variagao

de 4 a 80°C.
Neste experimento o perfil sigmdide da transicdo térmica é bem mais

evidente indicando o correto enovelamento da proteina.
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5. Conclusoes e Perspectivas

Através das técnicas de purificagdo por afinidade, pdde-se obter o dominio
LBD do receptor 6rfao nuclear NOR-1 com alto grau de pureza a 3 mg/L de cultivo
celular. A metodologia utilizando colunas GSH-sefarose é eficiente para
posteriores analises estruturais. O dominio apresentou um correto enovelamento
protéico, apds os passos de purificagcdo, com 52% de estrutura em a-hélices. A
desnaturagao térmica monitorada por UV é um bom indicativo para uma avaliagéo
preliminar estrutural, confirmado pelos dados de Dicroismo Circular. Estudos de
dindmica molecular (GRESCHIK e MORAS, 2003) com LBD seriam importantes
para verificar a flexibilidade da atipica cavidade de ligagcado da subfamilia NR4.

Consideramos a purificacdo do dominio AF-1 importante e novas
tentativas devem ser feitas (através de afinidade por Niquel, por exemplo) seja do
dominio isolado, peptideos isolados ou fusionado com a regiao de ligagdo ao DNA
(DBD). A verificagado da atividade da por¢cao AF-1 de NOR-1 poderia ser testada
pela interacdo com o dominio LBD através da técnica GST-Pulldown assay
utiizando as proteinas purificadas, ou ainda, com auxilio de co-reguladores
(WANSA et al., 2003).

Para o melhor entendimento da regulagao transcricional de NOR-1, na
auséncia de uma cavidade de ligagcado classica, outros estudos estruturais e
andlises bioquimicas serdo necessarias. O uso de NOR-1 LBD purificado e
corretamente enovelado como descrito neste trabalho sera importante para estes

experimentos futuros.
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