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RESUMO

O sistema CRISPR-Cas é constituido pelas sequéncias CRISPR (Clustered
Regularly Intespaced Short Palindromic Repeats) junto com as proteinas Cas
(CRISPR associated) e tem como funcao conferir as bactérias e archaeas protecao
contra DNA e RNA exdgenos através de um mecanismo baseado em RNA de
interferéncia (RNAI). Este sistema consiste em um Operon composto por repeticoes
(repeats) de sequéncias idénticas entre si, separadas de sequéncias variaveis
(spacers) provenientes dos acidos nucleicos invasores, junto com proteinas Cas. O
objetivo principal deste projeto foi clonar, expressar e purificar de forma
recombinante a proteina Csm2 de Thermotoga maritima MSB8, relacionada ao
sistema CRISPR-Cas, visando sua caracterizacdo bioquimica e estrutural. A
proteina Csm2 integra um complexo de ribonucleoproteinas (RNP) Cas menos
estudadas, denominado complexo Csm, que esta envolvido no processamento de
DNA e RNA exogeno. A proteina foi produzida de forma recombinante em
Escherichia coli BL21(DES3) e purificada por cromatografia de afinidade e filtracdo em
gel. Apés concentracédo, a proteina cristalizou no grupo espacial P3:21 numa célula
unitaria com as dimensées a=77 A b=77 A ¢=160 A a=90° B=90° y=120°. A estrutura
de Csm2 foi solucionada via difracdo andmala simples de cadmio a uma resolucao
de 2,4 A e comprimento de onda de 1,458 A. A estrutura revela que a Csm2 esta
composta de uma a-hélice longa de 42 aminoacidos rodeada de trés a-hélices
menores. Esta estrutura mostra que a proteina € capaz de formar dimeros devido a
sua extensa superficie de contato atribuida por sua longa a-hélice. Esta interagédo €
adicionalmente estabilizada pela hélice N-terminal, que é inserida dentro da porcéao
helicoidal C-terminal da subunidade adjacente. A dimerizacdo de Csm2 foi
auxiliarmente confirmada por cromatografia de exclusdo molecular da proteina pura
recombinante, seguido de analises por espectrometria de massas das fracdes
eluidas. Devido a seu papel no complexo ribonucleoproteico CRISPR do tipo Csm, a
estrutura da proteina Csm2 € importante para o entendimento do mecanismo de
acdo do sistema CRISPR-Cas subtipo IlI-A dentro do contexto dos diferentes
sistemas CRISPR-Cas.
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ABSTRACT

The clusters of regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) and
the Cas (CRISPR-associated) proteins form an adaptive immune system in bacteria
and archaea that evolved as an RNA-guided interference mechanism to target and
degrade foreign genetic elements. This system consists of an operon composed of
regions of identical repeats, separated by variable spacers derived from invading
nucleic acids. Together with the Cas proteins, this system forms an adaptive and
heritable immune system. The main objective of this project was to clone,
recombinantly express and purify the Csm2 protein from Thermotoga maritima
MSBS8, for biochemical and structural characterization. This protein is part of a
marginally studied complex of Cas ribonucleoproteins (RNP) termed the Csm
complex, which is involved in the targeting of exogenous DNA. The protein was
recombinantly produced in Escherichia coli BL21(DE3) and purified by affinity and gel
filtration chromatography. After concentration, the protein crystallized in space group
P3,;21 with an unit cell with dimensions a=77 A b=77 A c=160 A a=90° B=90° y=120°.
Csm2 was solved via cadmium single wavelength anomalous diffraction phasing at
2,4 A resolution at a wavelength of 1,458 A. The structure reveals that Csm2 is
composed of a large 42 amino-acid long a-helix flanked by three shorter a-helices.
The structure also shows that the protein is capable of forming dimers mainly via an
extensive contact surface conferred by its long a-helix. This interaction is further
stabilized by the N-terminal helix, which is inserted into the C-terminal helical portion
of the adjacent subunit. The dimerization of Csm2 was additionally confirmed by size
exclusion chromatography of the pure recombinant protein followed by mass
spectrometry analysis of the eluted fractions. Because of its role in the Csm CRISPR
RNP complex, the crystal structure of Csm2 is of great importance for clarifying the
mechanism of action of the subtype IlIA CRISPR-Cas system, in the context of the
different CRISPR-Cas systems.
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1.1 O SISTEMA CRISPR-CAS: FUNCAO

1.1.1 Descoberta e definicdes

O sistema CRISPR-Cas de bactérias e archaeas € constituido pelas
sequencias CRISPR (do inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats, repeticdes palindrémicas curtas agrupadas e regularmente interespacadas)
e pelas proteinas Cas (CRISPR associated, associadas as CRISPR). Ele tem como
funcdo conferir protecdo contra DNA e RNA exdgenos através de um mecanismo
baseado em RNA de interferéncia (RNAI).

O locus CRISPR foi inicialmente descrito por Francisco Mojica et al. (Mojica
et al., 1993, Mojica et al., 1995, Mojica et al., 2000, Mojica et al., 2005). Os CRISPR
consistem em curtas sequéncias repetitivas de DNA intercaladas por sequéncias
espacadoras derivadas de bacteri6fagos ou de plasmideos conjugados (figura 1).
Este fato levou a hip6tese surpreendente que as sequéncias CRISPR poderiam
estar relacionadas a defesa contra bacteriéfagos (Mojica et al., 2005). Outros grupos
de pesquisa chegaram a conclusGes semelhantes na mesma época (Bolotin et al.,
2005, Pourcel et al., 2005, Barrangou et al., 2007).

Cromossomo bacteriano

. repeticdes
. . . . I:I I:l |:| espacadores

Figura 1. CRISPR.

Fragmentos do DNA invasor (espacadores) incorporados no arranjo de repeti¢ées do locus CRISPR
do cromossomo bacteriano.

O sistema CRISPR-Cas consiste em repeticoes de fragmentos de 21 a 37 pb
interespacados por sequéncias nao repetitivas com tamanho de 25 a 57 pb, sendo
gue muitas espécies comportam dois ou mais loci CRISPR que por sua vez

geralmente se encontram proximos ou adjacentes aos genes das proteinas Cas,
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indicando que estes genes estdo funcionalmente relacionados (Jansen et al., 2002,
Brouns et al., 2008). A relacdo das sequencias CRISPR com os genes Cas esta

esquematizada na figura 2.

genes Cas lider Locus CRISPR Genoma

Figura 2. Relagdo CRISPR-Cas.

O locus CRISPR consiste em repeticdes palindrémicas de 21-37pb (quadrados em preto), separados
de sequéncias espacadoras de 25-57pb (quadrados em tons cinza) dentro do genoma bacteriano. Os
espacadores ndo possuem tragos caracteristicos nas suas sequéncias. Os genes Cas (setas cinza)
se encontram proximos aos loci CRISPR e adjacentes a uma sequéncia lider (seta branca).

1.1.2 Mecanismos de acao

Apoés analise computacional, um esquema hipotético de mecanismo de acéo
foi proposto para o complexo efetor CRISPR-Cas. O sistema CRISPR-Cas possui
trés estagios caracteristicos, conhecidos como aquisi¢cao, expressao e interferéncia.
Seguindo este modelo, os procariotos adquirem e integram fragmentos de genes
provenientes de fagos dentro do arranjo dos espacadores das sequéncias CRISPR.
Numa etapa subsequente estes fragmentos, junto com as repeticdes, sdo expressas
para formar um RNA de interferéncia (atualmente conhecido como crRNA ou
CRISPR RNA) que junto com proteinas Cas forma um complexo que tem como
objetivo degradar DNA alvo, gerando assim um mecanismo de imunidade hereditaria
(Makarova et al., 2006). Este mecanismo esta esquematizado na figura 3.

A demonstracdo experimental da imunidade adaptativa foi inicialmente
relatada por Barrangou et al. (Barrangou et al., 2007) em experimentos envolvendo a
protecdo de fagos em S. thermophilus. Neste trabalho foi comprovada a integracao
de um fragmento de DNA de um fago (este fragmento de DNA invasor foi nomeado
pouco tempo depois como proto-espacador) dentro do arranjo CRISPR permitindo a
protecdo em um ataque posterior de esse mesmo fago (figura 4). Isto permitiu ao
mesmo grupo de pesquisa introduzir uma primeira aplicagio no campo da
biotecnologia: Imunizagdo de bactérias utilizadas na industria de laticinios contra

infeccao por fagos (Barrangou and Horvath, 2012).
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genes Cas lider Locus CRISPR Genoma

» transcricdo

Proteinas Cas ﬁ ‘ ‘ ‘ ‘ ﬁpmcessamento de RNA
‘ ‘ Complexo proteinas Cas e RNA

DNA invasor

{‘I:—':E— Clivagem do DNA alvo

Figura 3. Modelo béasico do sistema CRISPR-Cas.

O locus CRISPR é transcrito por meio de uma sequéncia lider que contém o promotor do éperon,
logo apés acontece o processamento do RNA. Este RNA forma um complexo com as proteinas Cas.
O complexo contendo o RNA derivado do DNA invasor se liga de forma complementar a sequéncia
do DNA alvo (fago ou plasmideo conjugado) provocando a sua degradagéo.

DNA invasor

6

proto-espagador

genes Cas lider Locus CRISPR

Aquisicdo do proto-espacador

Integracdo do novo espacador

Figura 4. Primeiro estagio da imunidade adaptativa do CRISPR: A aquisic¢éo.

Este passo comeca pelo reconhecimento do DNA invasor pelas proteinas Casl e Cas2. Um
fragmento de DNA invasor é clivado formando o proto-espacador. Logo este proto-espacador é
inserido no inicio do locus CRISPR formando um novo espacador.
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O mecanismo pertinente de expressdo do sistema CRISPR-Cas foi
inicialmente detalhado por Brouns et al. (Brouns et al., 2008). Foi possivel confirmar
gue as sequéncias espacadoras do sistema CRISPR-Cas de uma cepa Escherichia
coli K12 sao transcritas como pequenos RNAs e sao utilizadas por proteinas Cas da
bactéria para mediar uma resposta antiviral que neutraliza a infeccdo por fagos.
Apbés a transcricdo do 6peron CRISPR, proteinas do assim denominado complexo
Cascade (do organismo Escherichia coli K12), especificamente a proteina Cas6
cliva um precursor de crRNA (pre-crRNA) criando um crRNA amadurecido com
aproximadamente 57 nucleotideos. O complexo Cascade liga o crRNA para formar
um complexo crRNP (ribonucleoproteina CRISPR) (figura 5) e recruta a proteina
Cas3 para degradar o acido nucleico invasor usando o crRNA como guia (Brouns et
al., 2008, Richter et al., 2012) (figura 6).

genes Cas lider Locus CRISPR

| » transcrigdo
© m pre-crRNA

proteinasCas
crRNP -n J\ J\‘:rRNA

= DNA alvo

Figura 5. Segundo estagio da imunidade adaptativa do CRISPR: A expressao.

O locus CRISPR é transcrito e o pre-crRNA é processado em pequenos crRNA por proteinas Cas. O
crRNA maduro e as proteinas Cas se agrupam para formar um complexo crRNP (ribonucleoproteina
CRISPR). Este crRNA constitue um guia para futuro reconhecimento de DNA invasor. Na bactéria
Escherichia coli K12, o Cascade é evidenciado pela agrupacdo de Cas8e, Casll, Cas7, Casbe e
Casbe (representados nos poligonos cinza escuro) formando um complexo com o crRNA.
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CIOD AN

DNA alvo

DNA alvoclivado

Figura 6. Terceiro estagio da imunidade adaptativa do CRISPR: A interferéncia.

O complexo crRNP contendo o crRNA derivado do DNA invasor se liga de forma complementaria a
sequéncia de DNA invasor e posteriormente o degrada. Em Escherichia coli K12, o crRNP (Cascade
e crRNA) se liga a sequéncia do DNA invasor, a proteina responsavel pela clivagem de este DNA
corresponde a Cas3 (representada em vermelho), uma proteina com dominios com atividade
nuclease e helicase.

Inicialmente, resultados indicavam que DNA é o principal alvo molecular da
interferéncia por CRISPR-Cas (Marraffini and Sontheimer, 2008, Makarova et al.,
2011b). Entretanto, posteriormente foi constatado que alguns sistemas CRISPR sé&o

capazes de visar RNA como alvo (Hale et al., 2009, Koonin et al., 2017).

1.1.3 Classificacao dos sistemas CRISPR-Cas

Diversos estudos tém sido realizados para sistematizar a diversidade dos
sistemas CRISPR-Cas. Assim, em andlises sobre a evolugcdo e classificagcdo dos
mais diversos sistemas CRISPR-Cas foram unificadas diversas familias de proteinas
Cas, observando homologias entre elas, seja por comparacao de sequéncias ou de
estruturas (Makarova et al., 201la, Koonin et al., 2017). Em todo caso,
aparentemente todos os mecanismos do sistema CRISPR-Cas apresentam vias
semelhantes de aquisicao, expresséo e interferéncia (Makarova et al., 2011b).

Foi esbocada inicialmente uma classificacdo com uma Unica classe de
proteinas e dividido em quatro tipos: I, I, 1lI-A e 1lI-B (Makarova et al., 2011a,

Makarova et al., 2011b). Posteriormente a existéncia de novos sistemas CRISPR-
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Cas levou a classificacdo dos diversos sistemas em duas classes: Sistemas da
classe 1 (figura 7), formam um complexo RNP efetor composto de diversas
subunidades. Estes sistemas sao classificados em trés tipos (I,Ill e IV) e pelo menos
doze subtipos. Sistemas da classe 2, possuem uma unica proteina efetora e séo
classificados em trés tipos (Il, V e VI). A figura 8 descreve os subtipos mais
relevantes desta classe (Makarova et al., 2015, Koonin et al., 2017).

Os sistemas CRISPR-Cas da classe 1 e do tipo | possuem o gene Cas3
caracteristico destes sistemas. Este gene codifica uma proteina que degrada DNA
fita simples estimulada por uma helicase com capacidade para desenovelar tanto
DNA dupla fita como hibridos de RNA e DNA (Sinkunas et al., 2011, Gong et al.,
2014, Huo et al., 2014). Usualmente o dominio helicase estad fusionado a um
dominio endonuclease envolvido na clivagem do DNA alvo (Sinkunas et al., 2011,
Gong et al.,, 2014, Huo et al.,, 2014, Mulepati and Bailey, 2011). O dominio HD

encontra-se localizado no extremo amino terminal das proteinas Cas3.

Classe 1
TIPOS SUBTIPOS  CARACTERISTICAS ALVO ORGANISMO
1-A Complexo efetor multiunidades Cas DNA A. fulgidus
1-8 Complexo efetor multiunidades Cas DNA C. kluyveri
| 4.c Complexo efetor multiunidades Cas ~ DNA B. halodurans
| 1-u Complexo efetor multiunidades Cas ~ DNA G. sulfurreducens
1-D Complexo efetor multiunidades Cas DMNA Cyanothece sp.
— 1-E Complexo efetor multiunidades Cas  DNA E. coli K12
- (Cascade) DNA )
1-F Complexo efetor multiunidades Csy Y. pseudotuberculosis
v IV Complexo efetor multiunidades Csf DNA? A ferrooxidans
— |lI-A Complexo efetor multiunidades Csm DNA, RNA S.epidermidis
m -0 Complexo efetor multiunidades Csm  DNA?, RNA?  Synechocystis sp.
lI-C Complexo efetor multiunidades Cmr M. thermautotrophicus
llI-B Complexo efetor multiunidades Cmr DNA, RMNA Pfuriosus

Figura 7. Classificacdo do sistema CRISPR classe 1.

O sistema classe 1 aborda o tipo mais comum e diverso (tipo 1), o tipo Ill representado em varias
archaeas porém menos frequente em bactérias e o tipo V. Estudos citados: subtipo I-E (Brouns et al.,
2008), subtipo IlI-A (Marraffini and Sontheimer, 2008), subtipo IlI-B (Hale et al., 2009), IV
(Vestergaard et al., 2014), outros subtipos (Makarova et al., 2015, Koonin et al., 2017).



21

Continuando na classe 1, o sistema tipo lll foi classificado em quatro subtipos:
[-A, 1-B, 1I-C e 1lI-D. O subtipo IlI-A foi anteriormente chamado de Mtube ou
moédulo Csm. O subtipo 1lI-B, foi chamado de mdédulo Cmr ou modulo RAMP
(Repeat-Associated Mysterious Protein). Estes subtipos podem ser facilmente
distinguidos pela presenca de diferentes genes especificos que codificam suas
pequenas subunidades. Trata-se de Csm2 no caso particular do subtipo IlI-A e Cmr5
no caso do subtipo IlI-B. Inicialmente o subtipo llI-A e o subtipo II-B eram
conhecidos por clivar DNA (Marraffini and Sontheimer, 2008) e RNA (Hale et al.,
2009) respectivamente. Atualmente sabemos que ambos subtipos sao polivalentes,
clivando tanto DNA como RNA (Samai et al., 2015, Hale et al., 2012, Spilman et al.,
2013, Staals et al., 2014, Tamulaitis et al., 2014, Goldberg et al., 2014, Deng et al.,
2013, Peng et al., 2015). Mais recentemente foram descobertos dois novos subtipos
para o sistema lll, o 11I-C de médulos Cmr e o subtipo 11I-D de médulos Csm. (Koonin
et al., 2017).

O tipo IV desta classe ainda néo foi caracterizado. Este sistema codifica um
complexo efetor que consiste das proteinas Csfl (similar a Cas8), Cas5 e uma unica
copia da proteina Cas7.

A classe 2 inclui o sistema CRISPR-Cas tipo Il, que difere dos tipos anteriores
(figura 8). A proteina caracteristica deste sistema € a endonuclease Cas9, uma
proteina multidominio que combina as funcbes de complexo crRNA-efetor com a
clivagem do DNA alvo por acdo dos dominios nucleases RuvC e HNH (Jinek et al.,
2012, Garneau et al., 2010). Esta proteina também contribui no processo de
expressao de nucleotideos auxiliada por uma RNAse lll para catalizar o processo de
amadurecimento de pre-crRNA (figura 9B) (Heler et al., 2015, Wei et al., 2015). A
maior parte dos loci tipo Il codificam o tracrRNA (trans activating CRISPR RNA), que
€ parcialmente complementar as repeticdes do seu respectivo arranjo CRISPR e é
importante para a maturacédo do crRNA e formacéo do complexo Cas9/crRNA (Jiang
and Doudna, 2017, Deltcheva et al., 2011). A formagdo de um duplex entre o
tracrRNA e o crRNA, guia a endonuclease Cas9 até seu alvo (figura 9B) (Chylinski et
al., 2014, Chylinski et al., 2013, Briner et al., 2014, Deltcheva et al., 2011). O DNA
alvo precisa conter um motivo PAM (Protospacer Adjacent Motif) que consiste em
uma sequéncia de trés nucleotideos 5-NGG-3', onde “N” pode ser qualquer base

nitrogenada, seguido de duas guaninas (G) (Anders et al., 2014). Esta sequéncia
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PAM é reconhecida pelo dominio Pl (PAM-interacting domain) localizado no final do

C-terminal da proteina Cas9 (Nishimasu et al., 2014)

Classe 2
TIPOS SUBTIPOS CARACTERISTICAS ALVO ORGANISMO
I-B Proteina efetora Cas9 DMNA L. pneumaophila
Il _
— A Proteina efetora Cas9 DNA S. thermophilus
I-c Proteina efetora Cas9 DNA N. lactamica
—E n-c Proteina efetora Cas9 DMA M. acidiphilum
— VA Proteina efetora Cas12a DNA F. cf. novocida
vi—— V-B Proteina efetora Cas12b DMNA A. acidoterrestris
] V-C Froteina efetora Cas12c DA Ofeiphilus sp.
E V-D Proteina efetora Cas12d ~ DNA Bacterium CG09_39_24
—— V-E Proteina efetora Cas12e DNA D. bacterium
VUi > 600aa 5. otitidis
e VU4 ~ 400aa E. deniocariosa
— VI-A Proteina efetora Cas13a RMNA L. shafi
VI e VI-C Proteina efetora Casi3c RMA7? F. perfoetens
— VI-B1 Proteina efetora Cas13b RMA? P buccae
VI-B2 Proteina efetora Cas13b  gppnA? B. zoohelcum

Figura 8. Classificacdo do sistema CRISPR classe 2.

O sistema classe 2 inclui o tipo Il com sua proteina efetora Cas9 usada amplamente como ferramenta
de edicdo de genomas, o tipo V com sua proteina efetora prevista Casl2 e recentemente o tipo VI
ainda ndo caracterizado. Estudos citados: tipo Il (Bolotin et al., 2005, Barrangou et al., 2007,
Sapranauskas et al., 2011, Gasiunas et al., 2012, Deltcheva et al., 2011, Jinek et al., 2012, Cong et
al., 2013, Mali et al., 2013), tipo V e VI (Zetsche et al., 2015, Makarova et al., 2015, Koonin et al.,
2017).

Em um estudo inicial, foi possivel transferir o 6peron CRISPR de uma espécie
de bactéria para outra, gerando novas possibilidades de aplicacbes para este
mecanismo do sistema tipo Il (Sapranauskas et al., 2011). Este resultado permitiu
gue outros estudos demonstrassem que proteinas Cas9 purificadas sédo capazes de
clivar DNA alvo in vitro quando guiadas por crRNAs e tracrRNA (Jinek et al., 2012,
Gasiunas et al., 2012). Por sua vez, isto abriu a estratégia de utilizacdo do sistema

CRISPR-Cas como uma ferramenta de engenharia genética, tornando possivel
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editar com sucesso o0 genoma de células de mamiferos, assim como de inUmeros
outros sistemas (Sander and Joung, 2014, Kim et al., 2014, Cong et al., 2013, Cress
et al., 2015, Zheng et al., 2016, Bohaciakova et al., 2017, Dong et al., 2018) e
abrindo espaco para inUmeras aplicacdes.

Finalmente, os udltimos tipos a serem descritos correspondem a sistemas
CRISPR-Cas tipo V e tipo VI. A proteina caracteristica do tipo V € a Casl2
(inicialmente descrita como Cfl) que contém um dominio nuclease semelhante a
RuvC e homdlogo ao dominio respectivo em Cas9, que cliva DNA. O tipo VI codifica
o efetor Casl13, que integra dois dominios de ligacdo HEPN (Higher Eukaryotes and
Prokaryotes Nucleotide) para o processamento de pre-crRNA. A superfamilia HEPN
consiste em RNAses que estdo envolvidas em varias fungdes relacionadas a defesa
de procariotos e eucariotos (Shmakov et al., 2015). A descoberta de um efetor
putativo contendo dominios HEPN levou a previsdo de que o sistema CRISPR Cas
tipo VI clive RNA (Shmakov et al., 2015, Abudayyeh et al., 2016). Devido a presenca
estimada de uma Unica subunidade no complexo crRNA-efetor, ambos sistemas,
tipo V e tipo VI foram incluidos dentro da classe 2 de CRISPR-Cas (Makarova and
Koonin, 2015, Chylinski et al., 2014)

Em sintese, tanto o sistema CRISPR-Cas tipo |, como o sistema CRISPR-Cas
tipo Il e tipo V clivam DNA (Garneau et al., 2010, Sinkunas et al., 2011, Gasiunas et
al., 2012, Zetsche et al., 2015). Entretanto, o sistema CRISPR-Cas tipo Il pode
clivar tanto DNA como RNA (Marraffini and Sontheimer, 2008, Hale et al., 2009,
Staals et al., 2013, Staals et al., 2014, Samai et al., 2015, Taylor et al., 2015). O
mais recente sistema CRISPR-Cas descrito do tipo VI cliva RNA (Abudayyeh et al.,
2016).

Durante as fases de aquisicéo e interferéncia, os sistemas CRISPR-Cas tipo |
e Il precisam da participagcdo de uma sequéncia de 2 a 6 pb do DNA invasor
chamada PAM (proto-spacer adjacent motif) (figura 9A,9B), esta sequéncia, que sO
existe no DNA alvo e ndo no DNA do hospedeiro, é reconhecida e auxilia na
discriminacdo entre o proto-espacador (DNA exdgeno) e o espacador (DNA
endogeno) (figura 17), evitando assim a autoimunidade (van der Oost et al., 2014,
Marraffini and Sontheimer, 2010a, Shah et al., 2013). O sistema CRISPR tipo Il
carece da participacdo da sequéncia PAM. A discriminacdo entre o DNA da propria
bactéria e o DNA exdgeno ocorre pela hibridizacdo da sequéncia de 8nt das

repeticdes do crRNA com o DNA bacteriano, o que leva a ndo degradacao. Isto ndo
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ocorre entre 0 crRNA e o DNA exégeno (Marraffini and Sontheimer, 2010b,

Tamulaitis et al., 2017) (figura 9C), o que provoca a degradacao do alvo.

A) CRISPR tipo | B) CRISPR tipo Il C) CRISPR tipo lll
Cascade Cas9 RNAse lll Csmou Crm

s | | |

& =

= e Bl

PAM
PAM _ precrRNA - pre-crRNA
orAaive tracr RNA —— CcrRNA
- cr.RNA ——— crRNA &% clivagem
£%  clivagem o clivagem

Figura 9. Comparac&o de mecanismos de acéo nos diferentes sistemas CRISPR na presenca
ou auséncia de PAM.

A) O sistema CRISPR tipo | com sequéncia PAM. B) O sistema CRISPR tipo Il (com PAM). C) O
sistema CRISPR tipo Il (sem PAM).

1.2 ESTRUTURAS RELEVANTES DO SISTEMA CRISPR-CAS

Diversos estudos estruturais foram feitos com proteinas isoladas e complexos
de RNPs. Publicacbes de cristalografia de proteinas revelaram em detalhe a
composicdo e funcdo dos complexos crRNP de Cascade (Jore et al., 2011,
Wiedenheft et al., 2011a, Jackson et al., 2014, Zhao et al., 2014, Mulepati et al.,
2014, Hayes et al., 2016) (figura 10A) e Cmr (Staals et al., 2013, Osawa et al., 2015)
(figura 10B). Entretanto, apenas estudos realizados por microscopia eletronica (de
baixa resolucéo) e espectrometria de massa definiram o complexo crRNP Csm de
Sulfolobus solfataricus e seu complexo homdélogo de Thermus thermophilus. Estes
estudos indicam que apesar das diferencas de detalhes estruturais, as formas gerais
e arquiteturas dos complexos Cascade, Csm e Cmr sdo muito semelhantes (figura

11), apresentando arquiteturas comparaveis a um “cavalo marinho” (figura 10C).
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Este complexo aparenta ser formado por dois filamentos proteicos entrelagados em
forma de hélice. Um destes filamentos foi denominando “filamento dorsal” (em inglés
“backbone”) e o outro foi denominado “filamento ventral” (“belly”), conforme mostrado
nas figuras 10A, 10B, 12 e 18. Isto sugere que o complexo efetor de mdultiplas
subunidades ancestral evoluiu antes da divergéncia dos sistemas CRISPR-Cas tipo |
e lll (Makarova et al., 2011b).

Backbone

A)

C) e
Figura 10. Estruturas relevantes determinadas por cristalografia de proteinas do sistema
CRISPR-Cas Classe | que assemelham um cavalo marinho.

A) Complexo Cascade crRNA ligado a DNA alvo fita simples. (organismo: Escherichia coli), resolucéo
3,03 A PDB: 4QYZ (Mulepati et al., 2014) Esta estrutura permite distinguir as semelhancas
comparaveis ao cavalo marinho. B) Estrutura cristalina do complexo tipo IlI-B CRISPR-Cas e RNA
guia ligado a um alvo anélogo (quimera proteica construida sinteticamente de proteinas Cas dos
organismos Pyrococcus furiosus e Archaeoglobus fulgidus, resolucéo 2,09 A, PDB: 3X1L (Osawa et
al., 2015). C) Hyppocampus guttulatus, cavalo marinho do Mar Negro, autor Dumitrescu, imagem CC.
Backbone: Filamento dorsal. Belly: Filamento ventral.
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Subunidade Subunidade
pequena grande

crRNA

Figura 11. Composicéo estrutural de complexos crRNP com multiplas subunidades.

A) Sistema classe | tipo I. B) Sistema classe | tipo 1lI-A (Csm). C) Sistema classe | tipo 11I-B (Cmr).

1.2.1 Cascade

O sistema tipo I-E de Escherichia coli corresponde ao sistema CRISPR mais
estudado, ele serve como modelo para o entendimento do funcionamento de outros
tipos como € o caso do sistema IlI-A e 1lI-B devido a suas semelhangas. O complexo
proteico caracteristico do sistema CRISPR-Cas subtipo I-E € conhecido como
Cascade e esta formado por cinco proteinas Cas: Cas8e, Casll, Cas7, Casbe e
Cas6e (Figura 11A). Estas proteinas possuem diversas nomenclaturas para
representar uma mesma proteina. A nomenclatura padronizada e suas terminologias
anteriores equivalentes se encontram detalhadas na tabela 1. O Cascade se liga ao
crRNA e forma um complexo helicoidal de proteinas RAMP (repeat-associated

mysterious protein) de 405 kDa. (Mulepati and Bailey, 2013, Mulepati et al., 2014).
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Tabela 1. Nomenclatura de proteinas Cas do sistema tipo I-E.

Complexo Cascade de Escherichia coli

Nomenclatura atualizada Equivalente 1 Equivalente 2
Cas8e CasA Csel
Casl1 CasB Cse2
Cas7 CasC Cse4
Cas5e CasD Cas5
Casb6e Cask Cse3

O complexo Cascade é formado por seis unidades formadoras do filamento
dorsal do complexo, chamadas Cas7, duas subunidades pequenas Casll
formadoras do filamento ventral, uma subunidade grande Cas8e, uma proteina
Casbe e uma proteina Cas6e nas extremidades (Mulepati et al., 2014, Jackson et
al., 2014, Hayes et al., 2016).

A proteina Cas7 assemelha-se distantemente a estrutura de uma mao, onde a
palma da méo liga 5 nucleotideos do crRNA e o polegar induz uma alga no crRNA
(figura 13B). Este padrdo é repetitivo levando em consideracdo as seis proteinas
Cas7 (figura 13A e 13B). Ja o filamento ventral, formado pelas proteinas Casll esta
envolvido na ligacédo de oligonucleotideos alvos no complexo Cascade (figura 12C e
12D) (Mulepati et al., 2014, Jackson et al., 2014, Osawa et al., 2015, Hayes et al.,
2016).

A proteina Cas8e forma parte da subunidade grande do complexo Cascade
(figura 11A). Existem indicios que esta proteina € responsavel por identificar a
sequéncia PAM (protospacer adjacente motif) e estabilizar o DNA do alvo invasor
para desencadear a subsequente degradacdo do alvo pela endonuclease Cas3
(figura 14) (Sashital et al., 2012, Cass et al., 2015, Hayes et al., 2016). A proteina
Casbe participa como uma proteina de ligacdo com RNA ndo catalitica. Esta
proteina é responsavel pela interacéo e estabilizacdo estrutural da extremidade 5’ do
crRNA (figura 14B e 15). A proteina Cas6e é uma endoribonuclease que processa o
crRNA maduro e permanece unida a alca do crRNA na extremidade 3” (figura 16)
(Hochstrasser and Doudna, 2015, Semenova et al., 2015).



Cas7

Figura 12. Estrutura parcial do complexo Cascade, junto com um crRNA ligado a seu alvo DNA
fita simples.

A) Filamento dorsal do Cascade formado pelas seis proteinas Cas7 que estabilizam o crRNA. B)
Imagem de outro angulo do filamento dorsal, as setas indicam o crRNA. C) O filamento ventral do
Cascade formado pelas duas subunidades pequenas Casll que estabiliza o DNA fita simples do

alvo. D) Imagem de outro &ngulo do filamento ventral, mostrando o alvo. Organismo: Escherichia coli,
Resolugéo 2,45 A, PDB: 4QYZ (Mulepati et al., 2014).
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Cas7

A)

Palma

Polegar

B)

Figura 13. Proteina formadora do filamento dorsal no Cascade.

A) Distribuicdo das seis proteinas Cas7 formando o corpo vertebral do complexo crRNP junto com
seu DNA alvo (vermelho). A proteina Cas7 assemelha uma mao, o conjunto de palmas e polegares
da estrutura confere uma forma helicoidal ao complexo. Organismo: Escherichia coli. Resolucéo 2,45
A, PDB: 5H9F (Hayes et al., 2016). B) O crRNA (azul) mostra a formacéo de alcas repetidas (setas)
apo6s um nuamero determinado de nucleotideos.
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Figura 14. Proteinas estabilizadoras do DNA alvo e do extremo 5" do crRNA.

A) Detalhe da proteina Cas8e (subunidade grande em verde) estabilizando o DNA alvo (vermelho). B)
Proteina Casb5e (amarelo) e proteina Cas8e (verde) estabilizando crRNA (azul) e DNA alvo
(vermelho) respectivamente. Organismo: Escherichia coli. Resolugéo 2,45 A, PDB: 5H9E. (Hayes et
al., 2016).

Figura 15. Proteina Casb5e.

Proteina Casb5e (amarelo) isolada do complexo Cascade ligada ao extremo 5" do crRNA (azul) e

DNA alvo (vermelho). Organismo: Escherichia coli. Resolucdo 2,45 A, PDB: 5HO9F (Hayes et al.,
2016).
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Figura 16. Proteina Cas6e

Proteina Cas6e isolada do complexo Cascade, estabilizando a al¢ca do extremo 3" do crRNA. (Hayes
et al., 2016). Organismo: Escherichia coli. Resolucéo 2,45 A, PDB: 5HOF.

As proteinas Cas7, Casbe e Cas6 pertencem a familia de proteinas RAMP
com motivo RRM (RNA Recognition Motif). Estas proteinas possuem alcas ricas em
glicinas, que ajudam na formac¢ao de uma superficie para reconhecimento especifico
de RNA. (Wang and Li, 2012, Makarova et al., 2011a).
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Figura 17. crRNA e DNA alvo.

A) Representacdo em cartoon do crRNA maduro (laranja), DNA alvo (azul) e sequéncia PAM (verde).
Uma fita simples de DNA se emparelha ao crRNA. A sequéncia PAM de 3 pb localizado de forma
adjacente a sequéncia alvo B) Representacdo linear mostrando o detalhe da sequéncia PAM de 3 pb
localizado de forma adjacente & sequéncia alvo. Resolugéo 2,45 A, PDB: 5HOF.
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1.2.2 Cmr

A comparacdo das estruturas cristalograficas em alta resolucdo dos
complexos crRNP do tipo I-E (Cascade) e IlI-B (Cmr) demonstrou que ambos
possuem semelhanca estrutural (Mulepati et al., 2014, Jackson et al., 2014, Hayes et
al., 2016, Osawa et al., 2015) (figuras 10A e 10B). Como o complexo Cascade,
também o complexo crRNP Cmr é formado por um filamento proteico dorsal e um
filamento proteico ventral entrelacados de forma helicoidal (figuras 12 e 18). Como
mencionado anteriormente, o filamento dorsal encontra-se envolvido na ligacdo de
crRNA. A funcéo ligante de crRNA de Cas7 no complexo Cascade (figuras 12A e
12B) é realizada pela proteina Cmr4 no complexo Cmr (figuras 18A e 18B). Ja o
filamento ventral esta envolvido na ligacao de oligonucleotideos, sendo que a funcéo
da proteina Casll no complexo Cascade (figuras 12C e 12D) é realizada pela
proteina Cmr5 no complexo Cmr (figuras 18C e 18D) (Mulepati et al., 2014, Jackson
et al., 2014, Osawa et al., 2015).

O complexo Cmr apresenta trés subunidades Cmr4 e duas subunidades Cmr5
(figura 18). Como a proteina Cas7 de Cascade, a proteina Cmr4 aparenta a forma
de uma méao, onde a palma permite ligar 6 nucleotideos do crRNA e o polegar induz
a formacdo de uma alca no crRNA (figura 19). Uma extremidade dos filamentos
helicoidais apresenta a subunidade grande Cmr2 e a proteina Cmr3. A proteina
Cmr2 estabiliza o oligonucleotideo alvo. A proteina Cmr3 reconhece a extremidade
5’ do crRNA e define a posicdo de partida do duplex guia-alvo. A extremidade 3’ do

crRNA interage com a proteina Cmr6 (figura 20).

1.2.3 Cas9

Como discutido anteriormente, no sistema CRISPR-Cas tipo I, o
reconhecimento do oligonucleotideo alvo e a sua clivagem é realizada por uma Unica
proteina, a Cas9. Diversos estudos estruturais descrevem com grande detalhe
complexos desta estrutura, inclusive mostrando a conformacdo do complexo
proteina — RNA guia - DNA alvo (Jinek et al., 2014, Nishimasu et al., 2014). Este
complexo consiste de dois I6bulos, o I6bulo REC que reconhece o DNA alvo (com
dominios REC1 e REC2) e o I6bulo NUC que contém dois dominios com atividade
nuclease (RuvC e HNH) para clivagem do DNA alvo e um dominio Pl (PAM
interacting domain). O complexo entre 0 DNA alvo e um hibrido artificial denomidado

sgRNA (single guide RNA, uma sequéncia artificial com sequéncia crRNA e
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tracrRNA), que se encontra na interface entre os dois I6bulos, esté indicada na figura
21.

Ccmr5

C D

Figura 18. Estrutura parcial do complexo tipo IlI-B CRISPR Cas junto com um RNA guia ligado
a seu alvo anéalogo.

A) Filamento dorsal do complexo Cmr formado por trés proteinas Cmr4 que estabilizam o crRNA. B)
Imagem de outro angulo do filamento dorsal e seu crRNA (indicado por setas). C) Complexo Cmr
formado pelas duas subunidades pequenas Cmr5 que estabilizam oligonucleotideos alvo. D) Imagem
de outro angulo com oligonucleotideo alvo indicado por seta. Quimera proteica construida

sinteticamente por proteinas Cas dos organismos Pyrococcus furiosus e Archaeoglobus fulgidus
(Cmr4/Cmr5), resolucdo 2,09 A, PDB: 3X1L (Osawa et al., 2015).
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Figura 19. Proteina Cmr4 formando as algas do RNA guia

A proteina Cmr4 assemelha uma méo, o conjunto de palmas e polegares da estrutura confere forma
a um filamento helicoidal do complexo Cmr. O crRNA (azul) mostra a formacao de alcas repetidas a
cada 6 nucleotideos. Quimera proteica construida sinteticamente pelas proteinas Cas dos
organismos Pyrococcus furiosus e Archaeoglobus fulgidus (Cmr4), resolugdo 2,09 A, PDB: 3X1L
(Osawa et al., 2015).

Figura 20. Outras proteinas do complexo Cmr junto com um RNA guia ligado a seu alvo
anélogo

O heterodimero entre Cmr2 e Cmr3 estabiliza o oligonucleotideo alvo e o crRNA respectivamente. A
proteina Cmr6 (laranja) interage com a extremidade 3" do crRNA. Quimera proteica construida
sinteticamente pelas proteinas Cas dos organismos Pyrococcus furiosus (Cmr2/Cmr3) e
Archaeoglobus fulgidus (Cmr6), resolugéo 2,09 A, PDB: 3X1L (Osawa et al., 2015).
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Lébulo NUC

Lébulo REC

Figura 21. Cas9

Proteina Cas 9 do organismo Streptococcus pyogenes em complexo com um RNA guia (azul) e seu
alvo DNA (vermelho), resolucédo de 2,5 A, PDB: 4008 (Nishimasu et al., 2014).

1.2.4 Csm

O complexo Csm (CRISPR-Cas subtipo IlI-A) tem sido estudado por
microscopia eletronica e espectrometria de massas. O complexo Csm corresponde,
portanto, a um sistema menos estudado bioquimicamente e estruturalmente.
Originalmente este subsistema ficou conhecido como sistema Mtube por ter sido
encontrado na bactéria Mycobacterium tuberculosis, que possui somente este tipo
de sub-sistema CRISPR-Cas (Groenen et al., 1993, Haft et al., 2005, Jansen et al.,
2002).

No caso do complexo Csm de Sulfolobus solfataricus, estudos demostraram
gue o complexo é formado por até sete proteinas (Rouillon et al., 2013). O complexo
homologo de Thermus thermophilus consiste aparentemente de cinco proteinas
diferentes: a Csml, Csm2, Csm3, Csm4 e Csm5 (Staals et al., 2014). Apesar da
baixa resolucdo destes estudos com microscopia eletrénica (~30 A e 17 A
respectivamente), foi possivel estabelecer que complexos Csm revelam uma
similaridade estrutural global quando comparados aos complexos Cascade e Cmr.
Esta semelhanca esta parcialmente conservada na estrutura e funcdo de suas sub-
unidades, como descrito na tabela 2 (Osawa et al., 2015, Rouillon et al., 2013,
Koonin et al., 2017).
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Tabela 2. Proteinas equivalentes entre trés subtipos CRISPR-Cas da classe 1.

Subtipo I-E: Cascade Subtipo IlI-A: Csm Subtipo IlI-B: Cmr
Cas7 Csm3 — Csmb5 (Cas7) Cmr4d — Cmr6 — Cmrl (Cas?7)
Casll Csm2 (Casll) Cmr5 (Casll)
Cas8e Csml (Cas10) Cmr2 (Cas10)
Casbe Csm4 Cmr3
Cas6' Cas6’ Cas6’

YA proteina Cas6 do subtipo I-E e I-F fazem parte do médulo efetor.
ZA proteina Casb6 tipos Il se encontra fora do médulo efetor.

O sistema CRISPR-Cas tipo IlI-A é formado por seis proteinas Csm3 (figuras
11B e 22C) que formam o filamento dorsal da estrutura (Rouillon et al., 2013,
Wiedenheft et al., 2011b, Hatoum-Aslan et al., 2011), da mesma forma como o Cas7
de Cascade forma o filamento dorsal deste complexo (figuras 10A, 12A, 12B e 13A).
Tanto a Cas7 como a Csm3 fazem contato com o crRNA (figura 13B) (van der Oost
et al.,, 2014). As proteinas Csm3 sdo homoélogas as proteinas Cas7, por tanto
também fazem parte da familia RAMP (van der Oost et al., 2014, Hrle et al., 2013).
Outras proteinas que também fazem parte da familia RAMP sdo a Csm4 e Csm5. A
‘cauda” do complexo Csm é formado pela proteina Csm4 que corresponde a
proteina Cmr3 no complexo Cmr. A “cabeg¢a” do complexo Csm é formado pela
proteina Csm5 que corresponde as proteinas Cmrl e Cmr6 no complexo Cmr
(Spilman et al., 2013, Staals et al., 2013, Rouillon et al., 2013). A proteina Cas8e do
complexo Cascade equivale no complexo Csm a proteina Csml (conhecida também
como Casl0) que forma parte da subunidade grande do complexo (figura 11B). A
Csml (Casl0) possui um dominio Palm, caracteristico de DNA polimerases e
nucleotideo ciclases que podem ter funcao estrutural ou funcéo catalitica (Hatoum-
Aslan et al., 2014). A Csml, representada na figura 22A, interage com a proteina
Csm4 (figura 22B) no extremo 5 do crRNA dando estabilidade ao complexo
(Hatoum-Aslan et al., 2014) da mesma forma como a Cas8e interage com a proteina
Casbe no complexo Cascade (figura 14B).

Durante o processamento do crRNA no sistema IlI-A, a proteina Casé6 cliva o
pré-crRNA na repeticdo do extremo 5, aproximadamente 8 nt antes do comeco do
espacador. O tamanho do espacador varia de 34 a 44 nt e contém 15 a 16nt da
seguinte repeticdo no extremo 3°. A segunda clivagem do crRNA acontece no

extremo 3°. A nucleasse responsavel por esta clivagem ainda nao foi identificada.
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Entretanto acredita-se que as proteinas Csm2, Csm3 e Csmb5 (todas partes do
complexo Csm) sdo necessarias para a maturacdo do crRNA. A proteina Csm3 é
responsavel pelo comprimento final do crRNA para gerar crRNA maduro de 37-45nt
(Hatoum-Aslan et al., 2011, Hatoum-Aslan et al., 2013, Hatoum-Aslan et al., 2014).

Figura 22. Estruturas de subunidades do complexo crRNP do sistema tipo IlI-A.

A) Proteina Csml do organismo Thermococcus onnurineus. PDB: 4UW2.(Jung et al.,, 2015) B)
Proteina Csm4, uma proteina anadloga de Cas5e. Organismo Methanocaldococcus jannaschii. PDB:
4QTS (Numata et al., 2015). C) Proteina Csm3. Organismo Methanopyrus kandleri . PDB: 4NOL (Hrle
et al., 2013)

O filamento ventral do complexo Csm é formado pela proteina Csm2, que é o
objetivo de estudo deste trabalho. Esta proteina, também denominada de
“subunidade pequena” dos sistemas CRISPR-Cas tipo | e lll, é formada pelas
proteinas Casl11 no subtipo I-E, Csa5 no subtipo I-A e Cmr5 nos subtipos III-B e llI-
C. No subtipo IlI-A e 1lI-D esta funcdo aparentemente é atribuida a proteina Csm2.

Estudos bioinformaticos indicam que se trata de uma proteina a-helicoidal com


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=342948
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2190
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2320
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analogia funcional com Casl11, Csa5 e Cmr5 (Reeks et al., 2013a), sendo que uma
comparacao estrutural entre as subunidades pequenas mostra regides conservadas
entre a proteina Cmr5 e o N-terminal de Casll, e entre a proteina Csa5 e o C-
terminal do dominio Casl11 (Osawa et al., 2015, Jackson et al., 2014, Reeks et al.,
2013a, Makarova et al., 2013). Foi ainda sugerido, que a auséncia de genes que
codificam esta subunidade pequena em determinados 6perons Cas (como é o0 caso
dos subtipos I-B, I-C, I-D e I-F) é compensada por extensdes maiores de suas
respectivas subunidades grandes (Makarova et al., 2011a, Makarova et al., 2013).
Por cristalografia de proteinas sabemos que a subunidade pequena do subsistema
tipo I-E corresponde a um dimero (Jackson et al., 2014, Mulepati et al., 2014, Hayes
et al., 2016). Experimentos realizados por microscopia eletrénica indicam que a
subunidade pequena no complexo IlI-A e IlI-B, Csm2 e Cmr5 respectivamente,
apresentam possivelmente trés copias dentro de seus complexos (Staals et al.,
2013, Rouillon et al., 2013, Staals et al., 2014). Entretanto, a determinagdo da
estrutura do complexo Cmr por cristalografia de proteinas, demostrou a formacao de
um dimero de Cmr5, rejeitando a hipotese de trés copias nesse sistema (Osawa et
al., 2015). Devido a sua relevancia estrutural para a formacé&o dos complexos Csm,
€ objetivo deste trabalho, determinar a estrutura cristalografica da proteina Csm2 de

Thermotoga maritima.

1.3 THERMOTOGA MARITIMA

A Thermotoga maritima MSB8 é uma bactéria com propriedade morfoldgica
bacilar e Gram negativa, de natureza anaerdbica e termofilica, que pertence a ordem
Thermotogales. Esta bactéria foi isolada de sedimentos marinos geotérmicos da
Italia e cresce a uma temperatura entre 60°C a 90°C (Huber, 1986). No microscopio,
observa-se que ela se encapsula dentro dum invélucro em forma de bainha, o que
faz lembrar uma toga, dai o seu nome (figura 23). As proteinas de organismos
termofilicos apresentam, devido a sua estabilidade, uma vantagem importante para
aplicac6es biotecnolégicas. Comparado com as proteinas convencionais, que
podem desnaturar mais facilmente, as proteinas de organismos termofilicos
possuem uma solubilidade maior, expressam por vezes em maiores quantidades e
possuem caracteristicas importantes para a biologia estrutural e aplicacdes
industriais. Por estas razdes proteinas de organismos termofilicos podem ser usadas

como modelos para estudo de proteinas de outros organismos.
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Figura 23. Thermotoga maritima MSB8

Bacilo ndo esporulante Gram-negativo e hipertermofilo. Barra, 1um (Huber, 1986)

A Thermotoga maritima conserva trés sistemas CRISPR-Cas que se
encontram esquematizados na figura 24: O subtipo IlI-A ou Csm, o subtipo 1lI-B ou
Cmr e outro subtipo menos conhecido chamado Hmari (subtipo I-B) (Haft et al.,
2005).

Genes do complexo Csm (llI-A)

Genes do complexo Hmari (I-B)

Cas’ Cash Cas3 Cas4 ™Cas1 Cas?

Genes do complexo Cmr (llI-B)

Cmr1 Cmr2 Cmr3 Cmrd Cmrb_MCmi6

Figura 24. Sistemas CRISPR-Cas encontrados na bactéria Thermotoga maritima MSB8.

Subtipo 1lI-A (Csml1, Csm2, Csm3, Csm4 e Csmb), subtipo I-B (Cas7, Cas5, Cas3, Cas4, Casl e
Cas2) e subtipo IlI-B (Cmrl, Cmr2, Cmr3, Cmr4, Cmr5 e Cmr6)

1.4 A PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

A tecnologia do DNA recombinante tem sido empregada na producdo de
diversas proteinas de interesse biol6gico, por exemplo para a determinacdo de
estruturas macromoleculares, o tratamento de doencas humanas e também na

producédo de vacinas. As bactérias que carregam um determinado gene clonado em
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um plasmideo séo capazes de replicar essa sequéncia de DNA em multiplas copias,
bem como de produzir a proteina que esse gene codifica em altas concentragdes.
Por estas razdes as bactérias podem ser utilizadas como verdadeiras industrias de
proteinas. A insulina (Johnson, 1983), horménio de crescimento (Tritos and
Mantzoros, 1998), ou vacina contra a hepatite (Lancaster et al., 1989) sdo sé alguns
exemplos para serem citados.

O sistema mais comumente utilizado para expressdo de proteinas
recombinantes € o que utiliza a bactéria Escherichia coli como célula hospedeira.
Este sistema é amplamente difundido devido a sua relativa simplicidade, baixo
custo, cultivo rapido e pela reprodutibilidade e abundancia das proteinas que produz.
Sua bem caracterizada genética e o fato de ter a disposicéo diversas ferramentas
para desenvolvimento biotecnolégico € um grande atrativo na area da pesquisa
bésica e aplicada (Sorensen and Mortensen, 2005). Como alternativa podem ser
considerados sistemas de expressao em células de eucariotos como a levedura
Pichia pastoris (Cregg et al.,, 2000), ou Saccharomyces cerevisiae (Evans et al.,
2010); ou células de insetos, usando o sistema de baculovirus (Trowitzsch et al.,
2010), células de mamiferos (Pollock et al., 1999) ou inclusive plantas e outros
organismos complexos.

A expressdo de proteinas recombinantes tornou-se uma abordagem de
grande relevancia que vem revolucionando os estudos de estrutura, funcéo,

producéo e identificacdo de novas proteinas.

1.4.1 Vetores para expressao

Um vetor ou plasmideo para expressao em Escherichia coli deve apresentar
as seguintes caracteristicas: Possuir uma origem de replicacdo, ter um marcador
para selecdo (por exemplo o gene da B-lactamase que confere resisténcia a
ampicilina) (Goh and Good, 2008), um promotor para transcricdo (como o promotor
do lac-Operon) e sequéncias terminadoras de transcricdo. Além disso, o vetor deve
conter um sistema de repressao para manter muito baixo o0s niveis basais de
expressao do gene até a inducdo (Williams et al., 1998) o que se faz geralmente
pela adicdo de Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), no caso por exemplo do
uso do repressor lac I. Outras caracteristicas apresentadas num vetor de expressao

sdo: Uma sequéncia para controle da traducéo (por exemplo, um sitio de ligacéo ao
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ribossomo para a iniciacdo da tradugao Shine-Dalgarno e um ATG iniciador), um
sinal de terminacao da traducao (cédon de terminacdo) também deve estar presente
no vetor ou no inserto a ser clonado (Praszkier and Pittard, 2005) e um sitio de
multipla clonagem (MCS) para facilitar a insercdo do gene de interesse na
orientacao correta. Uma vez construido, o vetor de expressdo contendo a sequéncia
codificadora da proteina de interesse € introduzido em Escherichia coli por

transformacéo.

1.4.2 Producdo de proteinas recombinantes

De maneira ideal, quando se pensa em expressao recombinante, espera-se
gue a proteina de interesse seja estavel, ndo seja toxica para a bactéria, seja
soluvel, seja produzida em grande quantidade e possa ser facilmente purificada.

Um procedimento muito utilizado é o de expressar a proteina de interesse em
fusdo com uma sequéncia proteica ou proteina especifica que permita a facil
purificacdo da mesma através de cromatografia por afinidade (Bell et al., 2013). Em
geral projeta-se ainda um sitio sensivel a uma determinada protease altamente
especifica como por exemplo a TEV (Tobacco Etch Virus), inserido imediatamente
apos a proteina de fusdo, de maneira que a proteina hibrida possa ser clivada
liberando a proteina.

E importante estar alerta de que a situacio ideal exposta acima nem sempre
€ atingida. Na realidade, em muitos casos, proteinas produzidas em bactérias de
forma recombinante ndo expressam ou ndo sao solUveis. As vezes as proteinas
podem ser toxicas para a célula (Baneyx, 1999). Algumas proteinas sao expressas
em baixos niveis. Diversas estratégicas foram desenvolvidas para contornar estes
problemas, como trabalhar com diferentes cepas de E.coli, modificar condicbes de
expressdo, realizar testes em pequena escala, expressar variantes de uma
sequéncia proteica, variar concentracdo de sal nos tampdes de purificacao,
adicionar glicerol e DTT nestes tampdes para evitar respectivamente a precipitacao

e oxidacao da proteina, entre outras estratégias (Graslund et al., 2008).
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1.5 CRISTALOGRAFIA DE PROTEINAS

Y

A difracdo de raios-X aplicada a analise de cristais de macromoléculas
biolégicas é a técnica que mais tem influenciado a bioquimica estrutural,
contribuindo para o conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas, acidos
nucleicos, virus e outras macromoléculas. A mioglobina e a hemoglobina foram as
primeiras estruturas de proteina determinadas por esta técnica (Kendrew et al.,
1958, Perutz et al., 1960). A determinacdo da estrutura tridimensional de uma
proteina por difracdo de raios-X implica em obter monocristais de alta qualidade da
proteina purificada, medir a difracdo do cristal, utilizar programas computacionais
para resolver o problema de fases da cristalografia para calcular e mostrar, por meio
de imagens, a densidade eletrbnica dentro do cristal e construir um modelo
tridimensional da molécula que seja consistente com os dados medidos. Outras
técnicas utilizadas para determinar a estrutura de proteinas sdo a ressonancia
magnética nuclear (NMR, Nuclear Magnetic Resonance), microscopia eletronica
(EM, Electron Microscopy), espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS, Small
Angle X-ray Scattering), entre outras.

Em relacdo a cristalografia de proteinas, estd técnica estd baseada no
fendbmeno de difracdo de raios X por cristais. Em sintese, este fenbmeno pode ser

descrito através da seguinte transformada de Fourier:

_ 1 —2wilhz+ky+iz)+ia(hkl)
plz,y.2) = 3 }Z ; g F(hkl)|e

Nesta equacdo p(xy,z) representa a densidade eletronica do cristal, V o
volume da assim denominada célula unitaria do cristal (o elemento repetitivo que
forma o cristal), |F(hkl)| a amplitude dos assim denominados fatores de estrutura
(relacionados com a amplitude das reflexdes de raios X do cristal medidos) e a a
fase dos fatores de estrutura, sendo que as somatérias séo realizadas sobre os
indices hkl das reflexdes medidos. Uma abordagem mais profunda da técnica de
cristalografia € reproduzida em excelentes monografias sobre o assunto (McRee,
1999, Drenth, 2007). Em principio, os principais gargalos/problemas da cristalografia
de proteinas podem ser resumidos em trés etapas criticas. 1) Obtencdo da proteina
pura, estavel e em altas concentracdes. 2) Obtencdo de monocristais com

capacidade de difracdo de pelo menos em torno de 3 A. 3) Resolugédo do problema
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das fases, ou seja, determinacdo da fase a de cada fator de estrutura na equacao
acima.

O terceiro problema se deve as limitacdes experimentais, que nao permitem
medir diretamente a fase das reflexdes. Este problema denomina se “problema das
fases” da cristalografia. Como o conhecimento das fases é primordial para
reconstruir a estrutura cristalografica esta deve ser compensada de alguma maneira.
Para resolver este problema, existem varias técnicas que permitem fazer o célculo
das fases para obter a imagem da proteina. Estes métodos sdo conhecidos como
substituicdo molecular, substituicdo isomorfica e difracdo anémala (Taylor, 2010).

O primeiro método corresponde a técnica de substituicho molecular
(Molecular Replacement, MR). Este método utiliza as fases de uma proteina de
estrutura definida, servindo de modelo para determinar a estrutura de uma proteina
desconhecida porém homéloga ou simplesmente similar estruturalmente(Abergel,
2013).

Se ndo houver uma estrutura homologa, é preciso utilizar outras técnicas de
obtencdo das fases experimentais para resolver a estrutura de macromoléculas,
como as técnicas de substituicdo isomoérfica (IR, Isomorphous Replacement) como
substituicdo isomorfica Unica (SIR, Single Isomorphous Replacement) e/ou
substituicdo isomorfica multipla (MIR, Multiple Isomorphous Replacement). Outras
técnicas que podem ser usadas sdo as técnicas de difracdo andmala, como a
difracdo anbmala multipla (MAD, Multiwavelength Anomalous Dispersion) e/ou
difragcdo andmala simples (SAD, Single-wavelength Anomalous Dispersion).

No caso do SIR e do MIR, atomos pesados inseridos no cristal dispersardo os
raios-X e produzirdo uma diferenca na difracdo com respeito ao cristal nativo (cristal
nao derivatizado com metal pesado). Esta diferenca € utilizada para estimar as fases
das reflexfes. Para a técnica SIR utiliza-se um tipo de atomo pesado e para o MIR
podem ser usados mais de um atomo pesado por cada cristal. Para ambas técnicas
€ usado um unico comprimento de onda e os cristais derivatizados devem ser
isomorfos com relacdo ao cristal nativo (Nagem et al., 2003, Sun et al., 2002).

Ja a técnica de difracdo an6mala simples (SAD) permite usar um Unico
conjunto de dados a um unico comprimento de onda, diferente da técnica de
difracdo anémala multiple (MAD), que precisa de varios conjuntos de dados a
diferentes comprimentos de onda. Em ambos casos ndo € necessario dispor de dois

cristais ou conjuntos de dados (cristal nativo e cristal derivatizado) como nas
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técnicas mencionadas anteriormente (McPherson, 2004, Taylor, 2010), mas sim da

incorporacao de atomos de elementos com caracteristicas de difracdo anémala.



2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Devido a sua relevancia estrutural e funcional para a formacao dos complexos

RNP como Cascade, Cmr, Csm, € objetivo deste trabalho, caracterizar

estruturalmente a proteina Csm2 de Thermotoga maritima MSBS8.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Clonar o gene correspondente da proteina Csm2 de T. maritima MSB8
Expressar a proteina Csm2 de forma recombinante em E.coli BL21(DE3).
Obter a proteina Csm2 recombinante pura, estdvel e em quantidades e
concentracdes suficientes para ensaios de cristalizacao.

Determinar a estrutura tridimensional da proteina Csm2 recombinante por
difracéo de raios-X.

Resolver a estrutura e refinar o modelo na melhor resolucéo possivel.
Caracterizar bioquimicamente a proteina Csmz2.

Obter da estrutura de Csm2 mais informacdo sobre a sua funcdo nos

complexos Csm.



3 METODOS
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3.1 CLONAGEM DO GENE

O gene que codifica a proteina Csm2 a ser clonada encontra-se descrito no
banco de dados GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information),
este gene identificado pela sigla TM1810, possui o codigo de acesso AKE29563.1

(GenBank). A sequéncia de este gene de 422 pb esta destacada na figura 25.

ATGGCAGTTTCTCAGGGTGTTTCTCTCAAAGAAGATTTGAAGGACCTTGTGAGAAAGGCAGAGGAAATCGGAA
GGGAACTTTCTGGAAAGCTGAAGACAAACCAGCTCAGAAAGTTTCATGGTCACTTAACCAAAATCTGGAGCAA
CTACATCTACAAAAAGAAGGACTACAGGGATAACCCGGAGAAGTTCAACGAAGAGATCCTTAACGAGCTTCAC
TTCATGAAGATATTTCTCGCATATCAGGTTGGAAGGGATATCGAAGGTATCAGTGAATTGAAGGAGATACTTG
AACCTCTCATAGACGAGATAAAGACTCCTGACGAGTTTGAGAAATTCAAAAAGTTCTACGATGCAATCCTTGC
GTATCACAAATTCCATTCTGAATCCGAAAAAAGCAACAGAAGGACAGCCAGAAGATAA

Figura 25. Sequéncia do gene da proteina Csm2 de Thermotoga maritima MSB8.

3.1.1 PCR

O gene da proteina Csm2 foi amplificado por PCR usando como molde o DNA
da bactéria Thermotoga maritima MSB8 (Huber, 1986) obtida via a DSMZ (Colecé&o
alema@ de microorganismos e culturas de células, Braunschweig, Alemanha). Os
oligonucleotideos de DNA para a realizacdo da PCR estdo descritos na tabela 3.
Eles contém sitios de restricdo para as enzimas BamHI e Hindlll (Exxtend, Paulinia,
Brasil).

Na PCR, utilizou-se 50 ng do molde de DNA, 0,2 pM de cada
oligonucleotideo, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM de MgCI2 e 2U da enzima Platinum® Taq
DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, EUA) com seu respectivo tampao e agua
ultrapura g.s.p. 100 pyL. O programa de amplificacdo foi 94°C durante 3 minutos de
desnaturacao inicial, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo de 94°C por 30
segundos, anelamento de 55°C por 30 segundos e extensdo de 72°C por 30

segundos, terminando com uma extenséao final de 10 minutos.
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Tabela 3. Iniciadores moleculares desenhados na amplificacdo do gene.

Sequéncia Enzimas
Forward 5 -GGCCGGGGATCCGCAGTTTCTCAGGGTGTTTC BamH]I
Reverse 5 -GGCCGGAAGCTTATCTTCTIGGCTGTCCTTCTGTTG Hindlll

Em negrito ressaltam as sequéncias das respectivas enzimas de restricao.

O produto da reacao foi verificado em gel de agarose 1% e purificado
utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Hilden, Alemanha). Apds a
purificacdo, realizou-se a dupla restricdo dos fragmentos usando as enzimas BamHlI
e Hindlll.

3.1.2 Digestdo com enzimas de restri¢cao

O fragmento de PCR purificado foi digerido usando as seguintes condic¢des:
50 pL de produto da PCR purificado, 15U da enzima BamHI (Invitrogen, Carlsbad,
EUA), 15U da enzima Hindlll (Invitrogen, Carlsbad, EUA), tampao K (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) e agua ultrapura g.s.p. 60 pL. A reacdo de restricdo foi incubado a
37°C durante 2 horas.

Ao mesmo tempo, o vetor de expressao pQtev (Protein Struktur Fabrik, Berlin,
Alemanha), com codigo de acesso de GenBank AY?243506, foi digerido usando 500
ng de plasmideo, 30U da enzima BamHI (Invitrogen, Carlsbad, EUA) e 30U da
enzima Hindlll (Invitrogen, Carlsbad, EUA) em tampéao K (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
e agua ultrapura q.s.p. 50 pL durante 2 horas a 37°C.

Tanto o produto de PCR como o plasmideo restringido foram purificados
utilizando o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Hilden, Alemanha). O plasmideo
posteriormente foi desfosforilado usando a enzima SAP (Shrimp Alkaline
Phosphatase) da seguinte forma: 50 pyL do vetor digerido purificado, 2,5U de SAP
(USB Corporation, Ohio, EUA), tampdo SAP e 4gua ultrapura g.s.p. 60 L. Esta
reacdo foi incubada durante 2 horas a 37°C. Posteriormente foi realizada a

inativacdo da enzima mantendo uma temperatura de 65°C durante 15 minutos.



51

3.1.3 Ligacgéo

Para a clonagem do inserto, foram utilizados 6,5 pL de produto da PCR
clivada e purificada, 2 pL de vetor pQtev linearizado desfosforilado, 1U de T4 DNA
ligase (Fermentas, Waltham, EUA) e seu respectivo tampdao. A reacdo de ligagéo foi
incubada a temperatura ambiente durante 2 horas. A figura 24 exibe o mapa do
plasmideo pQtev, permitindo visualizar o sitio de clonagem multipla (MCS) ou regido
onde o produto da ligagéo fica incorporado no vetor. Este sitio € caracterizado por
varias sequéncias de enzimas de restricdo, entre as quais se encontram as enzimas

BamHI e Hindlll utilizadas neste estudo.

3.1.4 Transformacao

O produto da ligacao foi transformado em bactérias Escherichia coli TOP10,
competentes quimicamente com cloreto de célcio, através da alternancia de
temperaturas (4°C durante 30 minutos, 42°C durante 2 minutos, 4°C durante 5
minutos e 37°C durante 1 hora). Estas bactérias foram plaqueadas em meio LB-agar
com 50 pyg/mL de ampicilina devido que o plasmideo pQtev possui um gene (B-
lactamase) que confere resisténcia a antibiéticos B -lactamicos como é o caso da
ampicilina (figura 26). As placas foram incubadas dentro de uma estufa
bacteriologica a 37°C durante 16 horas. Posteriormente foram selecionadas duas
colbnias separadamente e inoculadas em meio LB (Luria Bertani: 1% triptona, 1%
NaCl e 0,5% extrato de levedura) a 37°C sob agitagcdo durante um periodo

aproximado de 16 horas.

3.1.5 Extracéo plasmidial

A extracdo dos plasmideos foi realizada utilizando o Qiagen Miniprep Kit®
(Qiagen, Hilden, Alemanha) seguindo o protocolo do fabricante. As preparacdes
plasmideais foram submetidas a restricdo usando as seguintes condi¢des: 250 ng de
plasmideo, 15U da enzima BamHI e 15U da enzima Hindlll em tampé&o K (Invitrogen,
Carlsbad, EUA) e agua ultrapura qg.s.p. 20 pyL durante 1 hora a 37°C. As amostras
gue demonstraram a insercao do clone por eletroforese em gel de agarose 1% foram
enviadas para sequenciamento no Laboratorio de Biologia Molecular e Diagnostico

Molecular de Doencas Lisossomais (Departamento de Biofisica, UNIFESP).
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Figura 26. Mapa do vetor pQtev.

O plasmideo pQtev tem um marcador para selecdo (o gene da R-lactamase que confere resisténcia a
ampicilina), um gene do repressor lacl , um sitio de clonagem multipla com o promotor da transcri¢ao
lac-operon, uma cauda de histidinas no N-terminal, um sitio de clivagem da protease TEV, seis
sequéncias de enzimas de restricdo e um coédon de terminacdo entre seus elementos mais
relevantes. Imagem disponivel no site www.addgene.org/31291/

3.1.6 Eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose 1% foram preparados com tampéo TAE (40 mM Tris HCI
pH 7,5, 20mM &cido acético e 1mM EDTA). Para visualizagdo das bandas de DNA,
foi adicionado prévia solidificacdo dos géis, e o reagente SYBR® Safe (Invitrogen,
Carlsbad, EUA). O tampao utilizado na corrida eletroforética foi 0 mesmo utilizado na
preparacdo do gel. As eletroforeses foram executadas a 90 V utilizando a fonte
Power Pac Basic (Biorad, Hercules, EUA) por 50 minutos aproximadamente. Para
visualizacdo de bandas de DNA, os géis foram expostos a luz ultravioleta
(comprimento de onda de 302 nm) num transiluminador Benchtop UV
Transilluminator (UVP, Analytik Jena, Jena, Alemanha). O SYBR® Safe liga-se ao
DNA e forma um complexo que fluoresce quando excitado por radiacdo UV. Os géis

foram fotodocumentados utilizando o PhotoDoc-It Imaging System (UVP, Analytik
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Jena, Jena, Alemanha). Todas as amostras de DNA aplicadas em gel foram
preparadas adicionando tampao de amostra para DNA (Loading buffer, Invitrogen,
Carlsbad, EUA). Nas eletroforeses foram incluidos os marcadores DNA Marker Low
Range (Melford, Ipswich, Reino Unido) que possui fragmentos de 250 a 3000pb, 100
bp plus DNA ladder (Bioron, Smart Molecular Solutions, Ludwigshafen, Alemanha),
gue possui fragmentos de DNA a cada 100 pb e A DNA/Hindlll marker (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA) que possui fragmentos entre 2027 e 23130 pb.

3.1.7 Segquenciamento

O sequenciamento foi realizado utilizando tanto o iniciador molecular
pQtev_for como o pQtev_rev, 5’ -GAAATTAACTATGAAACATCACCATCAC e 57 -
GGATCTATCAACAGGAGTCC respectivamente, em um aparelho ABI 3130xI Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e os resultados foram analisados

com o programa Chromas Lite v.2.01 (Technelysium, South Brisbane, Australia).

3.2 EXPRESSAO DA PROTEINA

O gene recém clonado é traduzido numa proteina de 140 aminoacidos e um
peso molecular de 16,7 kDa. A sequéncia de aminoacidos mostrando a traducao do
fragmento de interesse correspondendo a proteina Csm2 de Thermotoga maritima

MSB8 pode ser visualizada na figura 27.

MAVSQGVSLKEDLKDLVRKAEEIGRELSGKLKTNQLRKFHGHLTKIWSNYIYKKKDYRDNP
EKFNEEILNELHFMKIFLAYQVGRDIEGISELKEILEPLIDEIKTPDEFEKFKKEYDAILA
YHKFHSESEKSNRRTARR

Figura 27. Sequéncia de aminoéacidos codificando a proteina Csm2.
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Um plasmideo com a sequéncia correta analisada pela ferramenta BLAST —
Basic Local Aligment Search Tool (NCBI), foi transformado em bactéria de
expressao Escherichia coli BL21 (DE3). A bactéria posteriormente foi plaqueada em
LB-agar com 50 ug/mL de ampicilina para realizar a expressao da proteina de

interesse.

3.2.1 Teste de expressao

Uma colonia de Escherichia coli BL21 (DE3) foi selecionada e colocada em
meio LB liquido contendo 50 pg/mL de ampicilina. O pré-indculo foi inserido dentro
de um incubador sob agitacdo a 37°C durante 16 horas. No dia seguinte o pré-
in6culo foi utilizado para inocular 250 mL de meio LB, este meio foi incubado sob
agitacdo a 37°C até a densidade 6tica de 600nm atingir um valor 0,5.

Imediatamente atingida a absorbancia requerida, foi retirado uma amostra de
50 mL correspondendo ao momento pre-inducdo ou O horas. Esta amostra foi
centrifugada a 4415 g, 4°C, durante 15 minutos. Apés centrifugacdo, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento foi armazenado a -20°C.

Em paralelo, os 200 mL restantes foram induzidos com 1 mM IPTG (Isopropil
B1-tiogalactopiranosideo) e colocados de volta na incubadora a 140 r.p.m., e 37°C.
Ap6s 2, 4, 6 e 16 horas de inducdo, foram coletadas amostras de 50 mL.
Posteriormente estas amostras foram centrifugadas e armazenadas como descrito
anteriormente, para a realizacdo subsequente da extracdo da proteina.

As amostras foram lisadas utilizando um tampé&o contendo 50 mM Tris-HCI pH
7,5, 100 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1% detergente Brij-98, 10 mM imidazol, 5 mM -
mercaptoetanol, lisozima e DNAse. A lise foi incubada durante 20 minutos a 4°C sob
agitacdo. As fragBes soluveis e insolluveis foram separadas por centrifugacdo a
21255 g, 4°C, durante 15 minutos.

Aos respectivos sobrenadantes (fracdo soluvel) de cada amostra foram
adicionados 50 pL de micro-granulos de niquel (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha).
Estas amostras foram incubadas no gelo sob agitagdo durante 30 minutos. Logo,
foram centrifugadas a 2000 g por 1 minuto e descartado o sobrenadante. Os micro-
granulos sedimentados foram lavados 3 vezes com tampao A (50 mM Tris-HCI pH
7,5, 100 mM NacCl, 10 mM imidazol e 10% glicerol). Os micro-granulos contendo as

fracBes soluveis foram preparadas para analise em gel SDS-PAGE, desnaturando
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as fracbes com tampédo de amostra de proteina e incubando as amostras a 95°C

durante 5 minutos antes da corrida eletroforética.

3.2.2 Expressdo em larga escala

Depois de ser realizado o teste de expressao, verificou-se que a proteina
Csm2 de Thermotoga maritima MSB8 expressa em diversas condicbes apoés
realizada a inducdo. A producéo foi escalonada a 4 L de meio LB, mantendo a
mesma concentragdo de ampicilina (50 uyg/mL) e induzindo a 1 mM de IPTG apés a
densidade 6tica de 600 nm atingir 0,5 como no teste de expressdo. Da mesma forma
foi mantida a temperatura e agitacdo de incubacdo, 37°C e 140 r.p.m.
respectivamente. O meio contendo as bactérias foi centrifugado apés 6 horas de
inducdo nas seguintes condi¢des: 4415 g, 4°C, durante 30 minutos. O sobrenadante

foi descartado e o sedimento bacteriano foi armazenado a -20°C.

3.2.3 Lise bacteriana

O sedimento bacteriano produto da expressdo de 4 L em meio LB foi
resuspendido com 30 mL de tampéo de lise contendo 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 400
mM NaCl, 10 mM imidazol, 1 mM PMSF, 5 mM B-mercaptoetanol, 1% Brij 98,
DNAse e lisozima. A solucédo foi incubada sob agitacao, a 4°C durante 30 minutos.
Posteriormente a amostra foi lisada por pressdo mecéanica no homogenizador M-
110L Microfluidizer (Microfluidics, Newton, EUA) e centrifugada a 21255 g sob
refrigeracdo durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado para posterior

purificacao.

3.2.4 Purificacao

O vetor pQtev agrega uma sequéncia de 7 histidinas na porcdo N-terminal da
proteina a ser expressa. No total sdo 24 aminoacidos N terminais agregados,
adicionando aproximadamente 3 kDa ao peso molecular da proteina de interesse.
Este plasmideo possui também um sitio de clivagem utilizado pela protease TEV
(tobacco etch virus). A sequéncia mostrando as 7 histidinas e o sitio onde é

realizada a clivagem pela protease TEV é mostrada na figura 28. A protease



56

reconhece a sequéncia de residuos de aminoacidos ENLYFQG. A clivagem ocorre
entre a Glutamina e a Glicina, resultando em uma Glicina na por¢cdo amino terminal
da proteina de interesse (Fang et al., 2007).

A combinacdo do plasmideo pQtev com a bactéria Escherichia coli
BL21(DE3) facilita a producéo de proteinas homdélogas com posterior purificagdo por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel e seguida de cromatografia de gel-
filtracdo (Sievert et al., 2008).

EcoRl
GAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAAACATCACCATCACCATCACCATAGCGATTACGACATCCCCACTACT

I I I I | I l
90 100 110 120 130 140 150 160
M K HHHHHUHHSDYODTIU®PTT

&

>

His7-tag
BamHI Sall Bgill  Kpnl Norl Hindlll
GAGAATCTTTATTTTCAGGGATCCGGGTCGACTGTTGATAGATCTCGGTACCGCGGCCGCTCGACCTGCAGCCAA
| | I I | | | I
170 180 190 200 210 220 230 240

ENLYFQ‘GSGSTVDRSRYRGRSTCSQ

&

TEV protease cleavage site

Figura 28. Sequéncia do plasmideo pQtev mostrando a cauda de histidinas e o sitio de
clivagem da protease TEV.

A sequéncia de sete histidinas se encontram no N-terminal do sitio de clonagem multipla do
plasmideo pQtev, seguido do sitio de clivagem da protease TEV reconhecida pela sequéncia de
amino&cidos ENLYFQG e no C-terminal da sequéncia aparecem as enzimas de restricio BamHlI,
Sall, Bglll, Kpnl, Notl e Hindlll para facilitar a insercdo do gene de interesse. Imagem disponivel no
site www.addgene.org/31291/.

3.2.5 Afinidade a coluna de niquel

Inicialmente foi realizada uma purificacdo por cromatografia de afinidade
usando uma coluna de niquel HisTrap HP de 5 mL (GE Healthcare, Chicago, EUA)
através do sistema liquido de cromatografia AKTAprime plus (GE Healthcare,
Chicago, EUA). Depois de instalada no aparelho, a coluna foi lavada com agua
ultrapura e equilibrada com a solugéo A (50 mM Tris—HCI pH 7,5, 400 mM NacCl, 10
mM imidazol, 1 mM PMSF, 5 mM B-mercaptoetanol e 10% glicerol). O sobrenadante
coletado foi injetado no cromatégrafo a um fluxo de 2 mL/min. Antes de eluir a
proteina de interesse, a coluna foi lavada novamente com a solu¢do A. Uma solucéo
B contendo 50 mM Tris—HCI pH 7,5, 400 mM NaCl, 500 mM imidazol, 5 mM -
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mercaptoetanol e 10% glicerol, foi utilizada para realizar um gradiente de imidazol

com o objetivo de eluir a proteina.

Apoés este processo, a proteina eluida foi dialisada com tampao C (50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 400 mM NaCl, 10% glicerol e 3 mM DTT). A dialise aconteceu sob
refrigeracdo durante 4 horas.

3.2.6 Clivagem da cauda de histidinas com a protease TEV

A protease TEV foi produzida de forma recombinante no Laboratério de
Bioquimica e Biologia Estrutural do ICT (Instituto de Ciéncia e Tecnologia) na
UNIFESP. A cauda de histidinas foi clivada usando esta protease. A proporgao
(mg/ml) de TEV:proteina alvo foi de 1:5 utilizando um tampé&o contendo 1 mM DTT,
0,5 mM EDTA, 50mM Tris HCI pH 8,0. A reacdo foi incubada sob refrigeracéo
durante 16 horas. Uma subsequente cromatografia de afinidade foi realizada para
remover a protease e a cauda de histidinas, utilizando as mesmas solucées A e B
descritos na primeira purificacdo. A proteina clivada foi concentrada até chegar a um

volume de 2 mL.

3.2.7 Gel filtracéo

A proteina concentrada foi injetada novamente no cromatografo para
separacgao por gel filtracdo usando a coluna HiLoad 26/600 Superdex 75 prep grade)
GE Healthcare, Chicago, EUA) em tampé&o D (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NacCl,
3 mM DTT e 10% glicerol) usando um fluxo de 1 mL/min. A amostra foi logo
concentrada dentro de um filtro de centrifugagdo Amicon Ultra-15 (Millipore,

Burlington, EUA) até atingir uma concentragdo de 15 mg/mL.

3.2.8 Dosagem das proteinas

As fracOes eluidas mostraram picos de absorbancia de 280nm significativos,
as quais foram coletadas e dosadas utilizando uma curva padrdo de albumina de
soro bovino e o reagente Bradford (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Alemanha). O

comprimento de onda utilizado a medir a absorbéancia foi de 595 nm.
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3.2.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Em cada passo da producéo da proteina, foi confirmada sua presenca através
de eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) de 12%. A
camada do gel denominado separador consiste em 12% mix de
acrilamida/bisacrilamida (29:1), 375 mM Tris HCI pH 8,8, 0,04% TEMED e 0,1%
persulfato de amoénio. O gel concentrador consiste em 5% mix de
acrilamida/bisacrilamida (29:1), 125 mM TRIS-HCI pH 6,8, 10% SDS, 0,1% TEMED
e 0,1% persulfato de amonio). Nas corridas eletroforéticas foi utilizado uma solugéo
contendo 25 mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS. As amostras de proteina
preparadas com o respectivo tampao de amostra para SDS-page e posteriormente
aguecidas durante 5 minutos a 95°C. O marcador de peso molecular utilizado foi o
BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA) mostrando proteinas de 6
a 180 kDa e SeeBluePlus2 (Invitrogen, Carlsbad, EUA) mostrando proteinas de 6 a
195 kDa e LMW Amersham™ (GE Healthcare, Chicago, EUA) mostrando proteinas
de 14,4 a 97 kDa. O equipamento de eletroforese utilizado foi Mini PROTEAN Tetra
Cell da (Biorad, Hercules, EUA) e as corridas eletroforéticas foram executadas a 50
mA por gel utilizando a fonte Power Pac Basic (Biorad, Hercules, EUA) por 60
minutos aproximadamente. Os géis foram corados com uma solucdo corante (0,1%
Coomasie Blue G-250, 25% etanol e 5% acido acético) e posteriormente descorados
numa solugdo de 5% acido acético e 10% etanol para certificar as massas das

proteinas purificadas.

3.3 CRISTALIZACAO DA PROTEINA

3.3.1 Varredura de cristalizacdo da proteina

A proteina Csm2 foi submetida a ensaios de cristalizac&o, utilizando uma
varredura de condicbes de trés Kkits de cristalizacdo de proteinas (Hampton
Research, Aliso Viejo, EUA). Foram usados os kits Crystal Screen, Crystal Screen 2
e 0 PEG/lon Screen. A técnica de cristalizacdo utilizada foi a gota suspensa ou
hanging drop (figura 29) em placas de 24 pocos VDX (Hampton Research, Aliso
Viejo, EUA). A cada placa foi aplicado silicone (Hampton Research, Aliso Viejo,

EUA) nas bordas superiores de cada poco.
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Gota: proteina e solucao

Reservatério da solugao

Figura 29. Técnica hanging drop de cristalizacéo.

Esta técnica deixa a gota (proteina e solucao) suspensa na laminula.

Para cada poc¢o da placa foram aplicados 500 uL das solugdes dos kits. Em
laminulas de 18 x 18 mm (Knittel Glass, Braunschweig, Alemanha) foram colocadas
uma gota de proteina e uma gota de solu¢do do poco reservatorio correspondente.
As laminulas foram invertidas sobre cada poco. O sistema € vedado gracas ao
silicone para poder evitar a evaporacdo e promover a saturagdo do sistema. Todas
as placas foram armazenadas dentro da uma incubadora a 20°C.

3.3.2 Refinamento da cristalizacdo da proteina

Depois de definir as condi¢cdes de obtencao de cristais de proteina, € preciso
realizar uma otimizacdo das condi¢cdes de cristalizacdo variando gradativamente a
concentracédo do precipitante, pH e a concentracdo de sal. Este refinamento ajuda
na formacdo de melhores cristais de proteinas (monocristais em trés dimensdes de
bordas regulares e usualmente cristais maiores). A tabela 4 descreve os dados
relevantes sobre a cristalizacdo da proteina Csm2, mostrando a condi¢cdo 12 do kit
Crystal Screen 2 otimizado para 100 mM acetato de sédio pH 4,6, 100 mM CdCI2 e
21% PEG 400.
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Tabela 4. Informacéo sobre a cristalizacdo da proteina Csm2.

Método

Hanging drop (gota suspensa)

Placa
Temperatura de incubagéo
Concentracédo da proteina

Composicéo do tampdao da proteina

Condicéo de cristalizacao
Composicéao do reservatério da solugédo
inicial

Composicao do reservatério apos
refinamento

Volume e proporgéo da gota

Volume do reservatério durante as

VDX de 24 pocgos
20°C
15 mg/mL

25 mM Tris HCI pH 7,5, 100 mM NacCl,
3 mM DTT e 10% glicerol

Crystal Screen 2, condicdo 12

100 mM acetato de sodio pH 4,6,
100 mM CdCI2 e 30% PEG 400

100 mM acetato de sddio pH 4,6,
100 mM CdCI2 e 21% PEG 400

4 uL, 1:1 (proteina:solugao)
1mL

otimizagdes

3.3.3 Coleta e processamento de dados cristalograficos

Os cristais de proteina foram medidos no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS, Campinas, Brasil) tanto na linha de luz MX1 (Polikarpov et al.,
1998) como na linha MX2 (Guimaraes et al., 2009). Antes da coleta de dados, o0s
cristais foram transferidos por alguns segundos para uma solucédo crioprotetora
contendo a condicdo de cristalizacado suplementada com 12% de glicerol. Os cristais
foram coletados da gota utilizando-se uma alc¢a de nylon de 0,2 - 0,4 mm (Hampton
Research, Aliso Viejo, EUA). Durante a coleta de dados, cada cristal foi resfriado a -
173°C com nitrogénio gasoso para evitar a degradacao do cristal de proteina. Os
dados cristalogréaficos foram coletados a um comprimento de onda de 1,458 A. Estes
dados foram analisados usando o software XDS (Kabsch, 2010) e Adxv (Arvai,
2015). O calculo do coeficiente de Matthews (Vm) foi realizado usando o médulo
Xtriage do programa Phenix (Adams et al., 2010). Este coeficiente permite fazer a
andlise do conteddo da célula unitaria do cristal, determinando o numero de
subunidades e porcentagem de solvente na unidade assimétrica. O Vm indica a
razdo entre o volume da célula unitaria e o peso molecular das amostras
cristalizadas, variando entre 1,62 e 3,53 A%Da. Assim, pela comparacéo de valores
obtidos nos experimentos de difracdo de raios-X com os valores previstos por

Matthews, é possivel estimar o nimero de moléculas na unidade assimétrica.



61

3.3.4 Determinacéo da estrutura

A estrutura da proteina Csm2 de Thermotoga maritima foi solucionada pelo
método de difracdo anémala simples (SAD) usando o software Phaser (McCoy et al.,
2007) no médulo Autosol do programa PHENIX (Adams et al., 2010), e aproveitando
o fato que as condi¢bes de cristalizacdo contém o ion cadmio. O software Coot
(Emsley et al., 2010) permitiu inspecionar os mapas de densidade eletrénica. As

figuras foram geradas usando o programa Pymol (DeLano, 2015).

3.3.5 Refinamento

O mapa de densidade eletronica foi inspecionado usando o programa Coot
(Emsley et al., 2010). Este mesmo programa foi utilizado para construir o0 modelo
estrutural da proteina Csm2. O refinamento foi realizado com os programas CNS
(Brunger et al., 1998, Brunger, 2007) e phenix.refine (Afonine et al., 2012). A
validacdo das estruturas foi realizada utilizando o programa MolProbity
implementado no programa PHENIX. As imagens finais foram geradas usando o
programa Pymol. Como principal fator da qualidade refinamento do modelo final
figuram os fatores cristalograficos R, definidos pela seguinte equacéo:

_ 2Znkt|[Fol = klFel|

R
YnktlFol

Nesta equacao ) hkl é a somatéria dos indices hkl dos reflexos medidos, k é
um fator de escalamento, |F,| sdo as amplitudes dos fatores estruturais observados
e |F;| sdo as amplitudes dos fatores estruturais calculados do modelo. Geralmente
estruturas cristalogréficas sdo caracterizadas por dois fatores R, o Rwork e o Rfree.
O Rfree é obtido de forma analogo ao Rwork com um subconjunto dos reflexos
(geralmente em torno de 10%) que ndo sao usados no refinamento, para assim

evitar a introducéo de um viés das fases do modelo.

3.3.6 Analise estrutural
Uma vez definida a estrutura, foi calculada o potencial eletroestatico da

proteina usando o programa APBS (Baker et al., 2001) para visualizar a distribuicdo



62

de cargas eletroestaticas em torno dela. Outro modelo calculado baseado com os
dados estruturais foi o calculo de superficie de éarea, realizado com o programa
PDBePISA (Krissinel and Henrick, 2007).

Na busca de homélogos de estruturas para Csmz2 foi realizado uma anélise
comparativa de sequéncias entre T. maritima, S. solfataricus e T. thermophilus
usando o programa CLUSTALQ (Sievers et al., 2011).

3.4 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE CSM2

3.4.1 Determinacao do estado de oligomerizacao

Os estados de oligomerizacdo da proteina recombinante foram avaliados por
cromatografia de exclusdo molecular utilizando uma coluna HiLoad 26/600 Superdex
75 prep grade (GE Healthcare, Chicago, EUA), a qual foi equilibrada em tampéo D
(25 mM Tris-HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 3 mM DTT e 10% glicerol) usando um fluxo

de 1 mL/min.

3.4.2 Espectrometria de massas

A massa da proteina nativa Csm2 foi confirmada por espectrometria de
massas com ionizacao por electrospray usando um sistema quadrupolo hibrido (Q)-
IM-ToF (Synapt G2 HDMS mass spectrometer, Waters). As amostras foram
analisadas pelo Prof. Dr. André Zelanis do ICT da UNIFESP no Laboratério de
Espectrometria de Massas do LETA-Cetics-Instituto Butantan, S&o Paulo. A
deconvolucdo do espectro de proteina coletou uma massa molecular média
isotopica que assemelha a resultados observados por SDS-PAGE (16732,78 Da). A
massa molecular da proteina nativa Csm2 das fragdes monoméricas e multiméricas
derivadas da cromatografia de exclusdo molecular foram confirmadas usando o
espectrometro de massa LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MS, EUA). Os graficos do espectrometro de massas foram providenciados usando o
programa Orbitrap Analyser. A resolucdo adquirida nos gréficos foi de 100000 (m/z
400). A realizagdo de uma cromatografia liquida de nanofluxo foi efetuada no
equipamento Easy nLC nanoHPLC (Thermo Fischer Scientific) acoplado ao

espectrometro de massa. As fracdes de proteina foram aplicadas na coluna em
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tampédo de acido férmico a 0,1%, as amostras foram eluidas a um gradiente de 40
minutos aplicando de 0% a 85% de um tampdo contendo acetonitrila e 0,1% de
acido formico. O espectro de massas de proteinas foi visualizado usando o moédulo
Qual Browser do programa XCALIBUR (Thermo Fischer Scientific). A deconvolugéo
do estado de cargas foi realizada usando varreduras de espectrometria de massas
de média 50-200 para cada corrida LC-MS.



4 RESULTADOS
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4.1 CLONAGEM DO GENE CsM2

A amplificagéo via PCR do gene que codifica a proteina Csmz2 foi realizada
usando como molde o DNA da bactéria Thermotoga maritima MSB8. Apds
otimizacdo das condi¢cdes de PCR, uma Unica banda de aproximadamente 400pb (o
gene Csm2 possui 422pb) foi obtida. Esta banda apareceu em quase todas as

reagbes como evidenciado na figura 30.

B

Figura 30. Amplificacdo do gene Csm2 de 422pb a partir do DNA de Thermotoga maritima
MSBS.

Géis de agarose de 1%. A) Eletroforese de PCR em gradiente a 60, 55, 50 e 45°C nas canaletas 1, 2,
3 e 4 respectivamente. Marcador de DNA Low Range (Melford, Ipswich, Reino Unido) mostrando
bandas de 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 e 3000pb na canaleta M B) PCR realizada a 55°C na
canaleta 1. Marcador 100pb plus DNA ladder (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha) bandas a cada
100pb na canaleta M.

A primeira PCR realizada foi usando um gradiente decrescente de 60°C a
45°C (figura 30A) para determinar a temperatura ideal de anelamento dos
iniciadores (primers) moleculares com o molde de DNA. Temperaturas acima de
50°C mostraram uma banda Unica, indicando que nesta temperatura os iniciadores
se anelaram corretamente ao molde evitando ocorréncia de hibridizacbes
inespecificas. A 45°C é possivel observar a formacédo de duas bandas préximas o
gue pode evidenciar um anelamento inespecifico. Na figura 30B € mostrada outra
amplificagdo do gene de Csm2, de esta vez selecionando exclusivamente a

temperatura de anelamento de 55°C.
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Para clonar o gene de Csm2 no plasmideo de expressado bacteriano pQtev,
utilizamos os sitios de restricdo BamHI e Hindlll no sitio de clonagem mudltipla do
vetor. Nas extremidades do produto da PCR foram introduzidos estes mesmos sitios
de restricdo. Para este fim, os iniciadores moleculares foram extendidos nos seus
extremos 5° com as sequéncias BamHI para o iniciador forward e Hindlll para o
iniciador reverse.

Uma forma de prevenir a autoligacdo do plasmideo digerido foi adicionar
fosfatase alcalina de camarédo (SAP) para desfosforilar os extremos do plasmideo
linearizado. A figura 31 mostra o plasmideo digerido com as enzimas de restricdo

BamHI e Hindlll desfosforilado.

M 1

Figura 31. Digestao do plasmideo pQtev com enzimas BamHI e Hindlll. Gel de agarose de 1%.

O plasmideo pQtev linearizado (canaleta 1) e marcador A DNA/Hindlll marker (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA) mostrando bandas de 2627, 2322, 4361, 6557, 9416 e 23130pb na
canaleta M.

Apos realizada a digestdo plasmidial e a digestdo do produto da PCR, foi
executada a ligacdo do produto PCR ao vetor. O vetor resultante foi em seguida
transformado em bactérias competentes Escherichia coli TOP10, cepa utilizada em

clonagens.

O resultado da clonagem foi evidenciado apo6s extracdo plasmidial de duas
colonias bacterianas e sua respectiva digestdo com as enzimas BamHI e Hindlll. A

verificacdo da clonagem pode ser observada na figura 32. O fato de aparecer, em
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duas bandas na ultima canaleta do gel de agarose nesta imagem indica que a

clonagem foi bem-sucedida.

M1 M2 1 2 3

Figura 32. Restricdo das extracdes plasmideais com as enzimas BamHI e Hindlll.

Gel de agarose de 1% mostrando o marcador de 100pb (canaleta M1) e o marcador A DNA/Hindlll
(canaleta M2), seguido da preparacédo plasmidial digerida sem o inserto (canaleta 1), gene Csm2
amplificado por PCR (canaleta 2) e preparacdo plasmidial com o inserto (banda inferior da canaleta
3).

Para conferir a clonagem, a construgcdo obtida foi adicionalmente
sequenciada. A ferramenta computacional BLAST da sequéncia clonada com o
banco de dados do NCBI revelou 100 % de sobreposi¢cdo com o gene utilizado como
referéncia para clonagem. Este clone apds realizado o sequenciamento e verificacdo
da sequéncia sem ocorréncias de mutagdes, foi transformado na cepa de expressao,
Escherichia coli BL21(DE3).

4.2 EXPRESSAO DE CSM2 RECOMBINANTE

Apos transformagdo em E.coli BL21(DE3), o clone foi induzido durante a
fermentacdo com 1mM de IPTG e incubado sob agitagcéao por 2, 4, 6 e 16 horas. Foi
possivel detectar uma banda correspondendo ao peso esperado da proteina Csm2 a
partir de 2 horas de inducdo em todas as fracdes soluveis, mostrando mais

intensidade na fracdo correspondente a 6 horas de indugéo. A figura 33 mostra a



68

expressdo de Csm2 recombinante a diversas horas de indugdo, mantendo uma

agitacao constante de 140 rpm e incubada a 37°C .

M 1 2 3 4 5

Figura 33. Teste de expresséo de Csm2.

SDS-Page de 12% mostrando a banda de 15 kDa do marcador BenchMark™ Protein Ladder
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) na canaleta M, na canaleta 1 ha uma auséncia de banda por ser a
amostra fermentada sem IPTG, as caneletas subsequentes 2, 3, 4 e 5 mostram as fermentacfes a
37°C, apoés 2, 4, 6 e 16 horas de indugdo com 1 mM IPTG.

4.3 PURIFICACAO DE CSM2 RECOMBINANTE

Para produzir em larga escala a proteina Csm2, o pré-inoculo da bactéria
BL21(DE3) foi colocado em quatro litros de meio de cultura LB, mantendo as
mesmas condi¢des descritas no teste de expressao (incubacgéo a 37°C, agitagéo 140
rpm, inducdo a 1mM IPTG uma vez atingida a densidade oOtica a 600nm de 0,5 e
coleta de amostra apos 6 horas de inducao).

O sedimento bacteriano resultante foi lisado com o tampéo de lise descrito
nos métodos em um homogenizador de alta presséo. A solugéo foi centrifugada para
obter o sobrenadante e purificado por coluna de afinidade de niquel. A proteina
posteriormente foi eluida usando um gradiente de tampéo B (contendo imidazol). No
final do gradiente foi atingida uma concentracdo de 0,5 M de imidazol
correspondendo a 100% do tampé&o B (figura 34A).
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Figura 34. Purificacéo por afinidade da proteina Csm2.

A) Cromatograma mostrando o pico flow through e os picos das proteinas eluidas durante o gradiente
de imidazol. B) SDS-Page 12% mostrando a analise dos picos eluidos, primeiro pico com proteinas
inespecificas (canaleta 1) e segundo pico contendo a proteina Csm2 pura (canaleta 2).

ApoOs realizada a purificacdo, foram coletadas amostras dos dois picos eluidos
para ser analisado por eletroforese de proteinas (SDS-PAGE). A figura 34B mostra o
padrao de bandas inespecificas do primeiro pico eluido a 300 mM de imidazol (figura
34B-1) e a proteina eluida em aproximadamente 350 mM de imidazol mostrando
uma unica banda intensa correspondendo a eluicdo de Csm2 (figura 34B-2). Esta

ultima fracdo coletada foi dialisada para retirar o imidazol na amostra.

Esta primeira purificagéo precisou ser realizada diversas vezes. O motivo foi a
brusca precipitacdo da proteina imediatamente apos ser eluida. Ja que a proteina
era inicialmente eluida em tampao contendo 100 mM NaCl, foi preciso acertar a
concentracdo para 400 mM de NacCl, acrescentando 10% glicerol tanto no tampéao
de lavagem A como no tampao de eluicdo B. De esta forma conseguimos evitar a
precipitagdo da Csm2. Tanto o cromatograma como o SDS-PAGE ilustrado sao
referentes as condi¢cdes ndo precipitantes da proteina.

Imediatamente depois da dialise a Csm2 purificada foi submetida a uma
clivagem para retirar a sequéncia de histidinas no extremo N-terminal da proteina.

Esta clivagem aconteceu na presenca da protease TEV. A separacao da proteina de
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interesse (Csm2 clivada) das proteinas restantes (proteina Csm2 ainda com a cauda
de histidinas e a propria protease TEV) aconteceu realizando uma segunda
cromatografia de afinidade, como pode ser evidenciado na figura 35. A proteina
clivada carece de histidinas, por tanto ela perde a propriedade de ficar retida na
coluna de niquel e forma o primeiro pico do cromatograma, conhecido como flow
through (figura 35A). Uma amostra referente ao primeiro pico do cromatograma foi
analisada por SDS-PAGE, revelando uma massa aproximada de 17 kDa

correspondendo a massa esperada (figura 35B).
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Figura 35. Clivagem de histidinas.

A) Perfil cromatografico ap6s clivagem de histidinas na por¢cdo N-terminal da proteina Csm2. O flow
through contém a proteina de interesse e o segundo pico eluido de forma isocratica contém restos da
proteina Csm2 néo clivada e a protease TEV. B) SDS-PAGE de 12% mostrando a andlise da proteina
clivada (canaleta 1). Marcador SeeBluePlus2 (Invitrogen, Carlsbad, EUA) permite visualizar bandas
de 6, 14, 17, 28, 38, 49, 62, 98 e 195 kDa na canaleta M.

A seguir a proteina foi concentrada e aplicada na coluna de gel filtracdo, desta
vez reduzindo a concentracdo de 400mM NaCl para 100 mM NaCl no tampao A. O
cromatograma evidenciou dois picos eluidos os quais foram analisados por
eletroforese de proteina. Ambos picos revelaram a mesma massa quando

submetidos a condi¢ces desnaturantes em um SDS-PAGE (figura 36).
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Figura 36. Purificacdo em gel filtrac&o.

A) Perfil cromatografico da gel-filtracdo evidenciando dois picos eluidos. B) SDS-PAGE 12% de
ambos picos eluidos mostrando a mesma massa (P1 e P2), o marcador usado foi o LMW Amersham
(GE Healthcare, Chicago, EUA) revelando bandas de 15, 20, 30, 45, 66 e 97 kDa (canaleta M).

Ambas fracdes da proteina eluida foram concentradas até atingir 15 mg/ml. A
partir de este momento as duas fracdes se encontram prontas para realizar 0s
ensaios bioquimicos e cristalograficos pertinentes. Ambas fracdes foram aliquotadas

e armazenadas tanto no freezer como no freezer -80°C para analises posteriores.

4.4 CRISTALIZACAO DA PROTEINA

Para o processo de cristalizagcdo foram a utilizados os kits Crystal Screen,
Crystal Screen 2 e PEG/lon (Hampton Research, Aliso Viejo, EUA), sendo que cada
solucéo dos kits estd composta por um sal, um tampéo e um precipitante diferente.
ApOs realizada a varredura, as placas foram incubadas em estufa a 20°C.

De todas as condi¢des dos kits de cristalizagdo, a condicdo niamero 12 do
Crystal Screen 2, composta por 100 mM acetato de sédio pH 4,6, 100 mM CdCl; e
30% PEG 400, apresentou formacédo de cristais tridimensionais, bem definidos, com
bordas regulares apés uma semana de incuba¢cdo como mostrado na figura 37A.

A partir desta condicao inicial foram realizados vérios refinamentos para
melhorar o processo de cristalizacdo. Entre as estratégias utilizadas figuraram
aumentar e diminuir a concentracdo do precipitante PEG 400, trocar o pH do tampé&o
e modificar a concentracdo do sal CdCl,. Nas figuras 37B, 37C, 37D e 37E podemos
observar o melhoramento no processo de refinamento ao diminuir a concentracao do

precipitante. Entre 21% e 30% do precipitante PEG 400 foram evidenciados
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monocristais, porém a 21% de PEG 400 as bordas eram mais definidas e os cristais

consideravelmente maiores com menos formacao de precipitado na solucdo da gota
(figura 37E).

A)

B)

D)

Figura 37. Cristais de proteina Csm2.

A) Cristais de proteina usando o kit Crystal Screen 2 (Hampton Research, Aliso Viejo, EUA) condicéao
namero 12. B) 0.1M Cloreto de Cadmio, 0.1M Acetato de Sodio pH 4.6 e 30% PEG400 C)

Refinamento usando 25% PEG400. D) Refinamento usando 23% PEG400. E) Refinamento usando
21% PEG400
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4.5 COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS CRISTALOGRAFICOS

Os cristais foram medidos tanto na linha de difragdo MX-1 como MX-2 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Segundo os dados obtidos, o cristal
nativo (figura 37E) que foi o responséavel pela solucéo da estrutura difratou até 2,9 A.
O padrao de difracédo do cristal de proteina Csm2 pode ser visualizado na figura 38.
A partir dos dados de difracdo coletados e analise pelo software cristalografico XDS
(Kabsch, 2010), foi possivel identificar o grupo espacial do cristal, P3;21, com
dimensdes de célula unitaria de a=77 b=77 c¢=160 e a=90 =90 y=120. Conhecendo
0 peso molecular da proteina, grupo espacial e o volume da célula unitaria, é
possivel realizar o céalculo do coeficiente de Matthews para o cristal usando a

seguinte férmula:

Volume de célula unitaria

Vm =
Peso molecular da proteina X Z X X

7

Nesta equacdo o volume de célula unitaria é representada em A3, o peso
molecular em é representada em Daltons, Z corresponde ao numero de unidades
assimétricas na célula unitaria e X corresponde ao niumero de moléculas na unidade
assimétrica. Este célculo sugere cinco solucbes (tabela 5), das quais a mais
provavel sugere a presenca de trés moléculas de proteina na unidade assimétrica

(Vm = 2,7 A%Da) com 54% do contelido de solvente.

O Matthews Probability Calculator pode ser achado no site

http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html, ele determina o nimero de moléculas

na unidade assimétrica do cristal de proteina baseado no coeficiente de Matthews e
comparando no PDB estruturas proteicas a uma resolucdo menor ou igual a 2,9 A
com as mesmas caracteristicas cristalograficas da Csm2. Para o cristal de proteina
Csmz2, de 16,7 kDa, do grupo espacial P3;21 que possui 6 unidades assimétricas, é
calculado um volume de célula unitaria de 821.546,3 A3. O software indica que o
caso mais provavel sédo trés moléculas por unidade assimétrica no cristal Csm2
(figura 39).


http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html
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4.6 DETERMINAGAO DA ESTRUTURA

Na linha de difracdo MX-1 do LNLS foi coletado um conjunto de dados
altamente redundantes descritos na tabela 6. Dos cristais difratados, um cristal
apresentou um conjunto de dados com uma resolucdo de 2,9 A. O grupo espacial
pertence ao grupo trigonal P3;21.

Como néo existem estruturas homélogas a Csm2 descritas no PDB, néao foi
possivel realizar a solugéo da estrutura por substituicdo molecular. Nao entanto, os
cristais de proteinas difratados cresceram em altas concentragbes de cloreto de
cadmio (100 mM CdCl,). Isto levou a considerar que os fons Cd*" presentes na
solucao de cristalizacdo possam formar uma ligacdo com determinados aminoacidos
da proteina Csm2, permitindo obtencdo de fases usando difracdo anémala pelo
cadmio. E importante ressaltar, que até data, apenas algumas poucas proteinas
foram solucionadas usando difragdo andmala simples (SAD) do cadmio, como a
actinidina (Yogavel et al.,, 2010), a metalotioneina (Robbins et al., 1991) e a
ferrochelatase (Medlock et al., 2009).

Figura 38. Padréo de difragdo de raios-X de cristal da proteina Csm2.
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Tabela 5. Coeficientes de Matthews para o cristal de Csm2

N (mol) vm (A¥Da) Vs (% solvente)
1 8.20 85
2 4.10 70
3 2.73 54
4 2.05 39
5 1.64 24

Matthews probabilities based on 56621/60574 molecules.

L — Resolution <= 2.90
. - - All entries in PDB |

0.8

0.6

prob(Vs)

0.4

0.2

0.0

100

Figura 39. NUomero de moléculas por unidade assimétrica de Csm2 segundo as probabilidades
calculadas do coeficiente de Matthews.

Célculo realizado online no site http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html pelo Matthews
Probability Calculator.



http://www.ruppweb.org/mattprob/default.html

Tabela 6. Estatistica de dados de difragdo de um cristal de proteina Csm2 na linha MX-1.
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Os valores estatisticos para a faixa de mais alta resolucéo estao entre parénteses.(Gallo et al., 2015)

Fonte de difracdo MX-1, LNLS
Comprimento de onda (A) 1,458
Temperatura (K) 100
Detector MARCCD165
Distancia entre cristal e detector (mm) 120
Rotac¢des por imagem (°) 1

Imagens 1-190
Grupo espacial P3;21
Parametros de célula unitaria a, b, ¢ (A) 77,77, 160
Parametros de célula unitaria a, B, y (°) 90, 90, 120
Mosaicidade (°) 0,2

Faixa de resolucéo (A)
Numero total de reflexdes
Numero de reflexdes Gnicos
Completeza (%)
Redundéancia

(o (1)

Rmeas (%0)

Overall B factor from Wilson plot (AZ)

50-2,9 (3,08-2,9)
143 907 (22 874)
23 467 (3 813)
99,9 (99,6)

6,13 (5,99)
13,77 (2,62)
11,0 (81,3)

81,2

A difracdo andmala simples do cadmio (Cd-SAD) foi utilizada em conjunto

com o pacote de software cristalografico PHENIX (Adams et al., 2010) para tentar

solucionar a estrutura de Csm2.

De fato, o conjunto de dados medidos e analisados indicaram a presenca de

sinal andmalo, indicado por uma correlacdo andémala de em torno de 31%

(parametro “Anomal Corr” no programa XDS) e uma média de diferencas anémalas
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de 1,085 em unidades de desvio padrdo (parametro “SigAno” no programa XDS),
indicando a viabilidade de resolver a estrutura por Cd-SAD.
O médulo phenix.hyss do pacote PHENIX conseguiu detectar 6 ions cadmio

com as coordenadas XYZ descritas na tabela 7.

Tabela 7. Coordenadas dos ions cadmio presentes na estrutura cristalografica da Csm?2.

Céadmio X y z
1 29,199 63,826 76,296
2 32,411 57,938 59,546
3 48,581 56,045 68,378
4 21,982 47,716 69,543
5 67,053 48,279 82,014
6 10,816 45,435 36,399

Posteriormente foi realizado um refinamento automatico usando o maodulo
Phaser de PHENIX. Subsequentes modificacbes de densidade levaram a obtermos
o0 primeiro mapa experimental de densidade eletrbnica significativa da estrutura,
possibilitando identificar de forma evidente varias a-hélices. Esta solucdo foi
caracterizada por ter dados estatisticos significativos, indicando a solucdo da
estrutura, como um overall figure of merit de 0,319 (corresponde ao coseno do erro
da fase, onde valores bordeando 0,3 s&o considerados aceitaveis, valor de 0,4 sé&o
considerados bons e valores acima de 0,5 sdo considerados muito bons), uma
correlacdo de densidade rms local de 0,82 e um map skew de 0,10 (valores acima
de 0,1 séo considerados muito bons para a solucéo de uma estrutura).

Além de mostrar os dados estatisticos que indicam a solucédo da estrutura, a
propria observacdo da densidade eletrbnica revela a detec¢cdo de um padrdo a-
helical no mapa (figura 40 e 41) a diferentes niveis de contornado e o sinal forte dos

atomos cadmio presentes no cristal de proteina.
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Figura 40. Mapa de densidade eletrénica da estrutura Csm2 um nivel de contorno de 1,50.

Vista estereogréafica mostrando um ion de cadmio (rosa) e a trajetéria de uma a hélice (verde).

Figura 41. Mapa de densidade eletronica da estrutura Csm2 um nivel de contorno de 30.

Vista estereogréafica mostrando um ion de cadmio (rosa) e a trajetdria de uma a hélice (verde).

4.7 EXTENSAO DA RESOLUCAO

A estrutura com o conjunto de dados coletados a 2,9 A na linha MX-1 do
LNLS permitiu desvendar o mapa de densidade eletrdnica, porém a resolucéo
limitada dificultou o assinalamento de cadeias de aminoé&cidos. Foi preciso coletar
outro conjunto de dados cristalograficos, desta vez na linha MX-2 do LNLS para
chegar a uma resolucdo de 2,4 A que permitiu a elaboracdo do modelo final da

estrutura de Csm2. Este ultimo conjunto de dados esta descrito na tabela 8.
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Tabela 8. Estatistica de dados de difragdo de um cristal de proteina Csm2 na linha MX-2.

Os valores estatisticos para a faixa de mais alta resolucdo estfo entre parénteses.(Gallo et al., 2016)

Fonte de difrac&o MX-2, LNLS
Comprimento de onda (A) 1,458
Temperatura (K) 100
Detector PILATUS2M
Distancia entre cristal e detector (mm) 170
Rotacbes por imagem (°) 1

Imégens 1-126
Grupo espacial P3;21
Parametros de célula unitariaa, b, c (A) 77, 77, 160
Parametros de célula unitariaa, 8,y (°) 90,90, 120
Mosaicidade (°) 0,2

Faixa de resolucéo (A)
Numero total de reflexdes

Ndmero de reflexdes Unicos

50-2,4 (2,5-2,4)
135 368 (16 640)

21 688 (3 305)

Completeza (%) 98,3 (94,9)
Redundéncia 6,24 (5,03)
(lla(D) 12,63 (3,64)
Rmeas (%0) 12,9 (83,9)

A tabela 9 mostra uma comparagdo entre os dois conjuntos de dados em

ambas linhas de difracédo de raios-X do LNLS. Em ambos conjuntos de dados vemos
a permanéncia no grupo espacial P3;21, contendo os mesmos parametros de célula
unitéria. Porém no segundo conjunto de dados foi melhorado consideravelmente a
resolucdo, o que permitiu explorar mais o mapa de densidade eletrbnica e a

construcdo de aminoacidos dentro do mapa.
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Tabela 9. Estatistica comparativa entre os dados de difracdo da solucgéo e refinamento da

estrutura da proteina Csm2.

Os valores estatisticos para a faixa de mais alta resolucéo estao entre parénteses.

Fonte de difracao MX-1, LNLS MX-2, LNLS
Comprimento de onda (A) 1,458 1,458
Temperatura (K) 100 100
Detector MARCCD165 PILATUS2M
Distancia entre cristal e detector (mm) 120 170
Rotac6es por imagem (°) 1 1

Imagens 1-190 1-126
Grupo espacial P3,21 P3,21
Parametros de célula unitariaa, b, c (A) 77,77, 160 77,77, 160
Parametros de célula unitaria a, B, y (°) 90,90, 120 90,90, 120
Mosaicidade (°) 0,2 0,2

Faixa de resolucéo (A)
Namero total de reflexdes
Numero de reflexdes Unicos
Completeza (%)
Redundéncia

(o (1))

Rmeas (%)

50-2,9 (3,08-2,9)
143 907 (22 874)
23 467 (3 813)
99,9 (99,6)

6,14 (5,99)

13,77 (2,62)

11,0 (81,31)

50-2,4 (2,5-2,4)
135 368 (16 640)
21 688 (3 305)
98,3 (94,9)

6,24 (5,03)
12,63 (3,64)

12,9 (83,9)

4.8 REFINAMENTO DO MODELO FINAL

O conjunto de dados cristalograficos obtido na linha de luz MX-2 foi utilizado

para o calculo de mapas de densidade eletrbnica de alta resolucéo, que permitiram a

construcdo e refinamento do modelo final da estrutura.

A unidade assimétrica

revelou possuir trés subunidades de Csm2, como calculado no coeficiente de

Matthews. Nas extremidades da molécula ndo foi possivel construir os cinco
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primeiros aminoacidos nem os doze ultimos aminoacidos da proteina total, isso foi
devido a falta de visibilidade dentro do mapa de densidade eletrbnica nas
extremidades da molécula. O modelo construido possui 123 aminoacidos por cada
cadeia, sete ions de cadmio e 112 moléculas de agua que foram incorporadas na
unidade assimétrica do cristal. O modelo final da estrutura Csm2 foi caraterizado por
ter os fatores cristalograficos Rwork e Rfree de 0,2098 e 0,2488, respectivamente,
como indicado na tabela 10. Estes valores podem ser considerados como

apropriados dada a resolucéo da estrutura de 2,4 A.

Tabela 10. Dados estatisticos de refinamento da estrutura Csm2

Os valores estatisticos para a faixa de mais alta resolucéo estdo entre parénteses.

Numero de reflexos usados no célculo de Rwork 21679 (2384)
Numero de reflexos usados no célculo de Rfree 1119 (126)
Ruwork final 0.2098 (0.2352)
Riree final 0.2488 (0.2882)
Numeros de atomos 3248
Ndmero de residuos de proteina 369
Numero de ions (caddmio) 7
Ndmero de moléculas de agua 112
RMSD

Ligacdes (A) 0.009

Angulos (°) 1.111
Média fator B (A% 53.10

Diagrama de Ramachandran
Mais favorecidos (%) 97.25

Permitidos (%) 2.75

Aberrantes (%) 0
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4.9 O ENOVELAMENTO DE CSM2

Cada cadeia de Csmz2 foi construida entre 0 aminoacido Gly6 e o aminoacido
Ser128. A proteina Csm2 é caracterizada por quatro a-hélices por cadeia (figura 42
e 51). A estrutura da proteina Csm2 de Thermotoga maritima foi depositada no PDB
com codigo de acesso 5ANG6 (Gallo et al., 2016).

Figura 42. Estrutura do dimero Csm2.

As duas hélices H1 e H2 no extremo N-terminal e a hélice H4 no extremo C-
terminal possuem 18, 15 e 18 aminoacidos respectivamente. A a-hélice H3 é a

hélice de maior comprimento (possui 42 aminoacidos) (ver figura 43 e 51).

Figura 43. Estrutura do dimero de Csm2 numerando as hélices de uma subunidade.
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A hélices como um conjunto formam uma estrutura muito semelhante a um
clipe de papel. Nesta estrutura, as o—hélices H1 e H2 se enovelam no N-terminal da
hélice maior (H3) e a hélice H4 se enovela no C-terminal da hélice maior. As
o—hélices H3 das trés cadeias de Csm2 na unidade assimétrica, por sua vez, se
encontram alinhadas com outra o—hélice H3 que, no cristal, pode pertencer a
mesma unidade assimétrica ou a uma unidade assimétrica adjacente. Este
pareamento das o—hélices acontece de maneira antiparalela e induz, portanto, a

formacéao de dimeros por Csm2.

A interacdo entre duas a—hélices H3 assemelha o visto em estruturas tipo
coiled-coil, devido a presenca de um padréo tipo “leucine-zipper” (motivo fecho de
leucina) de residuos hidrofébicos em posicbes regulares dentro das hélices. Esta
estrutura dimérica é ainda estabilizada por outras interacdes entre as hélices no N-
terminal e C-terminal da proteina. Notavelmente, a a—hélice H1 é inserida numa
fenda localizada entre as hélices H3 e H4 da subunidade adjacente. Isto, portanto,
leva ao deslocamento da a—hélice H1 de uma subunidade para a outra e a formagéo

de um arranjo de cinco hélices nas extremidades do dimero.

A interacdo entre as subunidades do dimero é mediado por ligacbes de
hidrogénio e pontes salinas, porém sédo aparentemente os residuos hidrofobicos os
principais responsaveis pela forte interacdo entre estas subunidades. A figura 44
mostra o detalhe de densidade eletronica da interacdo de superficie entre as hélices
H3 de duas subunidades diferentes. A superficie total calculada da formacédo da

interacdo do dimero corresponde a 4000 AZ.

4.10 CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

As observagfes estruturais indicam que a proteina Csm2 forma uma estrutura
dimérica como ficou evidente nos cristais de proteina. Esta indicacdo leva a
considerar que o dimero de Csm2 aconteca também in vitro. Quando foi realizada a
ultima etapa de purificacdo por gel filtracdo, houve uma eluicdo de duas fracdes, o
gue indica a presenca de uma forma com peso molecular maior, possivelmente
multimérica (primeiro pico) e uma forma com peso molecular menor, possivelmente
monomérica (segundo pico, figura 36A). Ambas fracdes foram coletadas,

concentradas e armazenadas. A fracdo destinada para formacdo de cristais de
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proteina foi o segundo pico, devido a esta ultima fracdo corresponder a fracdo de
baixo peso molecular, mesmo que sob condi¢cdes desnaturantes no gel de SDS-
PAGE foi visualizado o mesmo peso molecular para ambas fracdes (figura 36B).

Para confirmar a possivel dimerizagdo da proteina in vitro, foram analisadas
as fracbes obtidas tanto por cromatografia de exclusdo molecular como por
espectrometria de massas. Inicialmente, uma segunda rodada de cromatografia de
exclusdo molecular confirmou a presenca e, portanto, a estabilidade de ambas
fracdes. A figura 45 mostra a injecdo do primeiro pico eluido (a fracdo multimérica),
gue eluiu novamente no mesmo volume de retencao esperado da fracdo multimérica
(aproximadamente 110 mL apds injecdo da amostra). A figura 46 mostra a injecao
do segundo pico eluido (a fracdo possivelmente monomérica), que eluiu novamente
no mesmo volume de retencao esperado para sua fracdo monomeérica (em torno de
200 mL apoés injecdo de amostra).

A fracdo escolhida para realizar os cristais de proteina foi a fracdo de peso
molecular menor. Esta fracdo foi analisada por espectrometria de massas para
determinar sua massa molecular. O espectro de massas pode ser visualizado na
figura 47. Deconvolugdo do espectro possibilitou obter uma massa média molecular
isotopica de 16.732,78 Da. Este resultado confirma que a fragdo com peso molecular

menor € monomérica.
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Figura 44. Detalhe do nucleo hidrofébico do dimero Csm2 mostrando a interagdo entre as

hélices H3.

Lo T o B o B o |

(nvw) ““%%%y epueqiosqy

— O N 1N N «=S O
—

100 150 200 250

Volume de elui¢do (mL)

50

Figura 45. Cromatografia de exclusdo molecular da primeira fragdo demonstrando o multimero

intacto.
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Figura 46. Cromatografia de exclusdo molecular da segunda fracdo demonstrando a presenca
de mondmeros.
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Figura 47. Determinacdo da massa molecular da proteina nativa Csm2.

A deconvolucéo do espectro MS gerou uma massa média molecular isotépica de 16.732,78 Da
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Posteriormente foi realizado outra analise de espectrometria de massas,
desta vez para determinar as massas de ambas fracdes eluidas por cromatografia
de exclusdo molecular. A deconvolucéo do espectro MS da primeira fragdo, mostrou
massas moleculares isotopicas compativeis tanto para formas monomeéricas como
para formas diméricas. A distribuicdo das cargas determinou massas de 16.752,13 +
4,52 Da e 32.328,25 * 47,60 Da respectivamente (figura 48). Quando foi analisada
a segunda fracao por MS, deconvolucdo do espectro rendeu uma massa molecular
isotépica para formas monomeéricas com 16.733,10 + 1,18 Da (figura 49). Os dados
obtidos por espectrometria de massas confirmam assim a dimerizacdo da proteina

Csm2 nos experimentos de cromatografia liquida.

Massa molecular deconvoluida
Mondmero (16.752,13 + 4,52 Da)
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Figura 48. Anélise LC-MS da primeira fragao eluida.

A deconvolugdo permitiu a identificacéo tanto do estado monomérico como do estado dimérico da
proteina Csm2.

Tanto o resultado estrutural, como a caracterizagcdo bioquimica demonstram
por tanto, a formacéo de dimeros da proteina Csm2 in vitro. As caracteristicas desta
interacdo, por sua vez, indicam fortemente que o dimero de Csm2 é funcional in

vivo. Estes dimeros podem contribuir na formacdo de complexos crRNP Csm e por
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consequéncia na sua fungéo de reconhecimento de oligonucleotideos alvos para sua

posterior degradacéao.

Massa molecular deconvoluida 16.733,10 £ 1,18 Da
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Figura 49. Analise LC-MS da segunda fracao eluida.

A deconvolucdo permitiu a identificacao exclusiva do estado monomeérico da proteina Csm2.
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A solucdo de estruturas cristalograficas dos complexos crRNP Cascade e
Cmr representou um grande avanco para o entendimento do funcionamento dos
sistemas CRISPR-Cas dos subtipos I-E e 1lI-B (Staals et al., 2013, Taylor et al.,
2015, Jore et al., 2011, Wiedenheft et al., 2011a, Jackson et al., 2014, Zhao et al.,
2014, Mulepati et al., 2014, Hayes et al., 2016, Osawa et al., 2015, Spilman et al.,
2013, Lintner et al.,, 2011, Mulepati and Bailey, 2011). Em relacdo aos complexos
crRNA de sistemas CRISPR-Cas tipo IlI-A, até agora foram solucionadas por
cristalografia, apenas proteinas isoladas, como é o caso da proteina Csml do
organismo Thermococcus onnurineus (Jung et al., 2015), a proteina Csm3 do
organismo Methanopyrus kandleri (Hrle et al.,, 2013) e a proteina Csm4 de
Methanocaldococcus jannaschii (Numata et al., 2015). Antes de ser realizado este
trabalho ndo havia estruturas descritas da proteina Csm2 nem da proteina Csmb.
Em relagdo ao complexo Csm, apenas estudos de baixa resolu¢cdo por microscopia
eletrdnica, mostrando a composicdo do complexo Csm de duas espécies
procarioticas diferentes, a S. solfataricus (Rouillon et al., 2013) e T. thermophilus
(Staals et al., 2014) foram publicados.

Neste trabalho caracterizamos estruturalmente a proteina Csm2 do sistema
CRISPR-Cas subtipo IlI-A do organismo Thermotoga maritima MB8. Como a
proteina ndo demonstra homologia aparente com outras proteinas Cas e nao tem
homologos estruturais, a estrutura da proteina foi resolvida por determinacéo
experimental das fases usando o método de Cd-SAD. A proteina tem um
enovelamento diferenciado formado por quatro a-hélices. Estas hélices formam
dimeros na estrutura. Além da caracterizacdo estrutural desses dimeros,
confirmamos a formacao deles in vitro por estudos de espectrometria de massas e
cromatografia liquida de gel-filtracdo. Estes estudos in vitro indicam fortemente que a
dimerizacdo de Csm2 também ocorre in vivo.

Um mapa de potencial eletroestatico mostra o dimero Csm2 possuindo uma
face com potencial eletroestéatico positivo e outra face (realizando uma rotacéo de
180° no dimero) com cargas de potencial eletroestatico negativo (figura 50). Este
achado indica que a face carregada com potencial eletroestatico positivo (indicado

em azul) pode estar envolvida na ligacéo de oligonucleotideos.


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=342948
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2320
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2190
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Figura 50. Representacao da superficie molecular de potencial eletroestatico do dimero Csm2.

Imagem mostrando a mesma orientacdo representada na figura 42 mostrando um potencial
eletroestatico positivo (cor azul) e imagem em rotacao de 180° referente a ela mesma mostrando um
potencial eletroestéatico negativo (cor vermelha).

A proteina Csm2 de T. maritima € um homologo distante de S. solfataricus
SSo01424 (18% de identidade na sequéncia) e T. thermophilus Csm2 (22% de
identidade). Devido a esta homologia, usamos a estrutura da proteina Csm2 de T.
maritima para obter mais informacdes sobre a composi¢ao estrutural e fungédo da
proteina Csm2 dentro do complexo crRNP subtipo IlI-A.

Uma analise por CLUSTALQ mostra que mesmo possuindo uma baixa
identidade de aminoacidos global, estas trés proteinas de T. maritima S. solfataricus
e T. thermophilus podem ser homdlogos funcionais e estruturais. Isto pode ser
justificado pelo padrdo conservado de importantes residuos do ndcleo hidrofébico
dos agrupamentos de a-hélices do dimero de Csm2. Estes residuos aparecem

sublinhados na figura 51).
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— A 1 —{ F7 ]

T.maritima MAVSQGVSLKED----LEKDLVRKAEEIGRELS-GKLKTNQLRKFHG--HL 43
S.solfataricus MPALEFFKDKERGVL-DPKVFERAREVAEGLARGKLKSSQFRNYFA--EL 47
T. thermophilus MRVKHYIQREFNYSVSSQDLLDIATRIAISAIKPKPKSNKPEPYVDSSTI 50
* . * . L
T.maritima TKIWSNYIYRKKKDYRDNPEKFNEEILNELHFMKIFLAYQVG--RDIEGIS 91
S.solfataricus RALENRFERERR--KEGEELAFARLVPQLELLRAKLEFYNTRSQGPLRDAK 95
T. thermophilus NSLLSFLOSRRNVNELLLYIMRQAGRDEIDEETGKLLLASLKDRELKDAV 100
. . - * .
T.maritima ELKEILEPLIDEIK- TPDEFEKFKKFYDAILAYHKFHSESEKSNRRTARR 140
S.solfataricus EFVEFMEEVLEAGKRSPKDFEAMMKYVEAVLAYFYALAK ——————————— 134
T

. thermophilus NLLGYVKWVYDTLTGLKVNYNNVKG-VKTFKELVNILSKV---——--——-— 139

Figura 51. Alinhamento multiplo de provaveis homoélogos de Csm2 a partir de trés espécies de
procariotos.

As sequéncias alinhadas mostram uma conservacao estrutural entre as proteinas Csm2 de T.
maritima, SS01424 de S. solfataricus e Cms2 de T. thermophilus. Aminoacidos semelhantes estéo
ressaltados em negrito, o asterisco (*) indica conservacédo plena, dois pontos (:) indica conservacao
entre grupos com propriedades fortemente similares e o ponto (.) indica conservacdo entre grupos
com propriedades fracamente similares. Os aminoacidos que formam o nucleo hidrofébico de Csm2
estdo sublinhados.

Nesta andlise, as alcas que interligam as hélices H1-H2 e H2-H3 mostram um
certo grau de conservacdo, indicando a possibilidade de ter uma importancia
funcional da molécula.

As estruturas obtidas por microscopia eletrénica dos provaveis homologos
revelam um complexo multimérico de proteinas. Esta estrutura € formada por uma
arquitetura entrelacada helicoidalmente de dois filamentos de proteinas que nas
suas extremidades ligam outras proteinas. Estes filamentos sdo formados pelas
subunidades Sso 1424 e Sso0l1426 (no caso do organismo S. solfataricus),e as
proteinas Csm2 e Csm3 (em T. thermophilus) (Staals et al., 2014, Rouillon et al.,
2013). Os complexos resolvidos por microscopia eletrénica do complexo Csm sao
estruturalmente semelhantes ao complexo Cascade (subtipo I-E) e ao complexo Cmr
(Subtipo 111-B) que foram resolvidos por cristalografia de proteinas a uma alta
resolucéo (Jackson et al., 2014, Osawa et al., 2015).

Nestas estruturas, a arquitetura é também formada por dois grandes
filamentos de proteinas que formam o filamento dorsal e o filamento ventral dos
complexos crRNP. O filamento dorsal esta envolvido na ligagdo de crRNA, e o

filamento ventral liga os oligonucleotideos alvos. O filamento dorsal e filamento
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ventral sdo formados principalmente pelas proteinas Cas7 e Casll,
respectivamente, no complexo Cascade (figura 12) (Jackson et al., 2014, Mulepati et
al., 2014) e Cmr4 e Cmr5 no complexo Cmr subtipo IlI-B (figural8) (Osawa et al.,
2015). A homologia existente entre a proteina Csm3 e as proteinas Cas7 (do
complexo cascade) e Cmr4 (do complexo Cmr) indicam que a proteina Csm3 forma
o filamento dorsal do complexo Csm.

Estruturalmente ndo foi possivel confirmar a similaridade entre a proteina
Csm2 e as outras proteinas Cas pertencentes ao filamento ventral do complexo
CcrRNP, tal como a Casll (subtipo I-E), Cmr5 (subtipo I1I-B) ou Csa5 (subtipo I-A)
(Reeks et al., 2013a). Todas estas proteinas possuem um enovelamento a-helical
globular, porém elas ndo possuem uma a-hélice longa central, e suas hélices
adjacentes estao organizadas de forma diferente (figura 52).

Porém, existe a possibilidade que a proteina Csm2 de T. maritima, a Sso1424
de S. solfataricus e a Csm2 de T. thermophilus funcionem de forma analoga a
proteina Casll de Cascade e Cmr5 do complexo crRNP Cmr na ligagdo com
oligonucleotideos alvos (Jackson et al.,, 2014, Mulepati et al., 2014, Osawa et al.,
2015)

Neste caso, a similaridade das subunidades homologas do tipo IlI-A ao
filamento ventral do complexo, tanto do tipo | como do tipo IlI-B pode ser mais
funcional do que estrutural, tal como postulado por Reeks et al. (Reeks et al.,
2013Db).

Para analisar melhor esta hipétese, a estrutura de Csmz2 foi incorporada no
mapa de densidade eletrbnica de S. solfataricus (figura 53) (Rouillon et al., 2013) e
dentro do mapa de densidade eletrénica de T. thermophilus (figura 54) (Staals et al.,
2014). Para ambas figuras € possivel encaixar dois dimeros de Csm2 dentro da
densidade eletronica, formando um tetramero de Csm2 na regido que corresponde a
ao filamento ventral onde a Sso01424 de S. solfataricus ou Csm2 de T. thermophilus

estariam alocados. (Staals et al., 2014, Rouillon et al., 2013).
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A)

C)

Figura 52. Estruturas analogas formadoras da “barriga” do complexo cnRNP.

A) Dimero Casll do complexo Cascade. Organismo E. coli.PDB 4QYZ (Mulepati et al., 2014). B)
Dimero Cmr5 do complexo Cmr. Organismo A. fulgidus. PDB: 3X1L (Osawa et al., 2015). C) Dimero
Csm2 que pertence ao complexo Csm. Organismo T. maritima. PDB: 5ANG6 (Gallo et al., 2016).

Este modelo indica que uma vez mais, que Ss0l1224 de S. solfataricus e
Csm2 de T. thermophilus podem ser considerados homologos tanto estruturais como
funcionais da proteina Csm2 de Thermotoga maritima. Esta informacdo &
consistente com outros resultados demonstrando que o filamento de subunidades
pequenas na regido ventral pode possivelmente variar no caso do complexo Cmr
(Osawa et al., 2015, Spilman et al., 2013) e no caso de complexos Csm. Em ambos
complexos o numero de subunidades no filamento dorsal pode eventualmente se
adaptar para diversos tamanhos de crRNA (Hatoum-Aslan et al., 2013). A formacé&o
de dimeros ou tetrametros de Csm2, dependendo do comprimento do crRNA, seria

compativel com esta hipotese.
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Figura 53. Encaixe da estrutura cristalina de Csm2 dentro do mapa de densidade eletr6nica do
complexo crRNP de S. solfataricus. EMD-2420 (resolucéo de 30 A)

Figura 54. Encaixe da estrutura cristalina de Csm2 dentro do mapa de densidade eletr6nica do
complexo crRNP de T. thermophilus. EMD-6122, (resolugéo de 17 A).
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Neste trabalho foi possivel resolver a estrutura da proteina Csm2 de T.
maritima gracas a difracdo anémala simples de cadmio. Esta estrutura atingiu uma
resolucéo de 2,4 A.

A Csm2 € uma proteina importante dos complexos crRNP do tipo IlI-A,
envolvida muito provavelmente na assemblagem e ligagdo de oligonucleotideos
alvos do complexo crRNP. Ao contrario da maioria das proteinas participantes de
complexos crRNP, sua estrutura ndo era conhecida, tornando Csm2, a proteina que
define complexo IllIA, a dltima proteina a ser resolvida para compreender o
funcionamento desta impressionante maquinaria de RNAI procariético.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que Csm2 é uma proteina a-
helicoidal, com um enovelamento pouco usual e diferente dos enovelamentos
conhecidos em proteinas Cas, indicando que possivelmente € um analogo estrutural
de outras proteinas em outros complexos e ndo uma proteina homdéloga as mesmas.
Mesmo nao possuindo homologia entre a proteina Csm2 e as restantes subunidades
pequenas dos outros complexos crRNP, os resultados indicam uma analogia
funcional entre esta proteina e a Casll do complexo Cascade e a Cmr5 do
complexo Cmr, indicando que Csm2 pode ser considerado um exemplo de evolucao
convergente.

Ainda, elucidamos que Csm2 forma dimeros, e conseguimos dissecar as
bases estruturais para este fendmeno, que provavelmente é realizado in vivo e in
vitro. A dimerizacdo da Csm2 descrita aqui € importante para entender a funcédo dos

complexos crRNP subtipo 1lI-A do sistema CRISPR-Cas.
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The clusters of regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)-

Keywords: RNA-guided interference; CRISPR— CRISPR-associated proteins (Cas) system consists of an intriguing machinery

Cas; Csm2; Thermotoga maritima. of proteins that confer bacteria and archaea with immunity against phages
and plasmids via an RNA-guided interference mechanism. Here, the cloning,
recombinant expression in Escherichia coli BL21 (DE3), purification, crystal-
lization and preliminary X-ray diffraction analysis of Csm2 from Thermotoga
maritima are reported. Csm2 is thought to be a component of an important
protein complex of the type IIIA CRISPR-Cas system, which is involved in the
CRISPR-Cas RNA-guided interference pathway. The structure of Csm2 was
solved via cadmium single-wavelength anomalous diffraction (Cd-SAD)
phasing. Owing to its involvement in the CRISPR-Cas system, the crystal
structure of this protein could be of importance in elucidating the mechanism of
type IITA CRISPR-Cas systems in bacteria and archaea.

1. Introduction

Recent reports have characterized the bacterial clusters of
regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)-
CRISPR-associated proteins (Cas) system as a prokaryotic
adaptive immune system based on RNA-guided interference
(Mojica et al., 2005; Bolotin et al., 2005; Pourcel et al., 2005;
Makarova et al., 2006; Barrangou et al., 2007). The CRISPR~
Cas system is effective in protecting cells against nucleotide
uptake from bacteriophages and plasmids (Barrangou et al.,
2007; Marraffini & Sontheimer, 2008). In summary, foreign
DNA is integrated into the CRISPR elements of the prokar-
yotic host genome (Pourcel et al., 2005; Bolotin et al., 2005;
Barrangou et al., 2007) and transcripts of this DNA in the form
of processed crRNA (CRISPR RNA) are involved in an
RNA-guided interference mechanism to degrade target DNA
or RNA (Brouns et al., 2008; Wiedenheft et al., 2009; Hale et
al., 2009; Marraffini & Sontheimer, 2010).

Depending on the occurrence of three signature proteins,
Cas3, Cas9 and Cas10, CRISPR-Cas systems are classified as
type I, type II and type III systems, respectively (Makarova,
Aravind et al., 2011; Makarova, Haft et al., 2011). Type III
CRISPR-Cas systems are further subdivided into two
different subtypes called IITA and IIIB. Whereas type I and
type II CRISPR-Cas systems target DNA (Garneau et al.,
2010; Sinkunas et al., 2011; Gasiunas et al., 2012), type III
systems are thought to target both DNA and RNA (Marraffini
© 2015 International Union of Crystallography & Sontheimer, 2008; Hale et al., 2009; Staals et al., 2013, 2014;
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Table 1

Macromolecule-production information.

Table 2
Crystallization.

T. maritima
T. maritima
5'-GGCCGGGGATCCGCAGTTTCTCAGGGTGTTTC

Source organism
DNA source
Forward primer (BamHI
restriction site)
Reverse primer (HindIII 5'-GGCCGGAAGCTTATCTTCTGGCTGTCCTTCT-
restriction site) GTTG
Cloning vector pQtev
Expression vector pQtev
Expression host E. coli BL21 (DE3)
Complete amino-acid sequence  GSAVSQGVSLKEDLKDLVRKAEEIGRELSGKLKT-
of the construct produced NQLRKFHGHLTKIWSNYIYKKKDYRDNPEKFN-
EEILNELHFMKIFLAYQVGRDIEGISELKEIL-
EPLIDEIKTPDEFEKFKKFYDAILAYHKFHSE-
SEKSNRRTARR

Taylor et al., 2015; Samai et al., 2015). The type IIIA system
includes Csm Cas proteins (Makarova, Haft et al., 2011), which
were identified as being expressed in Mycobacterium tuber-
culosis (Haft et al., 2005). The type IIIB system includes Cmr
proteins (Hale et al., 2009). Processing and target recognition
by crRNA is carried out by several Cas proteins, which usually
form a complex of ribonucleoproteins (RNPs) like the so-
called Cascade complex in type I systems (Brouns ef al., 2008)
and the Cmr CRISPR RNP (crRNP) complex in type IIIB
systems (Hale et al, 2012; Staals et al, 2013). Electron-
microscopy data and protein crystallographic studies have
revealed the composition and function of the Cascade (Jore et
al., 2011; Wiedenheft et al., 2011; Jackson et al., 2014) and the
Cmr crRNP complexes (Staals et al., 2013; Osawa et al., 2015)
in great detail. Furthermore, electron-microscopy and mass-
spectrometric data have defined the Csm crRNP complex from
Sulfolobus solfataricus, which is formed by up to seven
different proteins (Rouillon et al., 2013). Similar experiments
have defined a homologous complex in Thermus thermophilus
that consists of five different proteins: Csm1-Csm5 (Staals et
al., 2014). Cmr, Csm and Cascade complexes show overall
structural similarity, possibly owing to the fact that they are
composed of structurally related subunits (Rouillon et al.,
2013). To obtain further insight into the Csm crRNP complex,
we have cloned, expressed, purified, crystallized and solved
the structure of the Csm2 protein from Thermotoga maritima
MSBS.

2. Materials and methods
2.1. Cloning and expression

Full-length Csm2 (GenBank entry AKE29563.1) was
amplified via PCR with primer overhangs from total genomic
extracts of T. maritima MSBS8 (Huber et al., 1986) obtained
from DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, Braunschweig, Germany). DNA oligonucleotides
(Exxtend, Paulinia, Brazil) are described in Table 1. PCR
fragments were cloned into the pQtev His-tag expression
vector (Protein Structure Factory, Berlin, Germany) using
BamHI and HindIII cloning sites. The construct was verified
by sequencing (Proteobras, Paulinia, Brazil). Csm2 was
expressed in LB medium for 6 h at 37°C in Escherichia coli

Method Hanging drop

Plate type 24-well VDX plate

Temperature (K) 293.15

Protein concentration (mgml™) 15

Buffer composition of protein 25 mM Tris—-HCI pH 7.5, 100 mM NacCl,
solution 3mM DTT, 10% glycerol

Composition of reservoir solution 100 mM sodium acetate pH 4.6, 100 mM

CdCl, 21% PEG 400
Volume and ratio of drop 4 pl, 1:1 ratio
Volume of reservoir (ml) 1

strain BL21 (DE3) after induction with 1 mM g-p-1-thio-
galactopyranoside (IPTG).

2.2. Protein purification

The cells were harvested by centrifugation and resuspended
in lysis buffer consisting of 50 mM Tris—HCI pH 7.5, 400 mM
NaCl, 10 mM imidazole, 1 mM PMSF, 5 mM p-mercapto-
ethanol. The cells were lysed using an M-110L high-pressure
homogenizer (Microfluidics, Westwood, USA). After separa-
tion of the soluble fraction by centrifugation, the protein was
purified by affinity chromatography using a 5 ml HisTrap
Sepharose column (GE Healthcare) on an AKTAprime Plus
liquid-chromatography system (GE Healthcare). After elution
with imidazole and dialysis in 50 mM Tris-HCl pH 7.5,
400 mM NaCl, 3 mM DTT, 10% glycerol, the His tag was
cleaved using TEV (Tobacco etch virus) protease (Blommel &
Fox, 2007). After a subsequent affinity-chromatography step
to remove the protease and the His tag, Csm2 was concen-
trated using Amicon Ultra-15 centrifugal filters (Millipore)
and submitted to gel-filtration chromatography on a HilLoad
26/600 Superdex 75 prep-grade column with a nominal volume
of 320 ml (GE Healthcare) in buffer consisting of 25 mM Tris—
HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 3 mM DTT, 10% glycerol. Finally,
the protein was concentrated to 15 mg ml~'. The molecular
mass of native Csm2 (650 ng) was confirmed by electrospray-
ionization (ESI) mass spectrometry using a hybrid quadrupole
(Q)-IM-ToF MS instrument (Synapt G2 HDMS mass spec-
trometer, Waters). Deconvolution of the MS protein spectrum
yielded an isotope-averaged molecular mass of 16 732.78 Da,
which is similar to the value obtained by SDS-PAGE using
SeeBlue Plus2 Pre-stained protein standard as a marker
(Invitrogen, Life Technologies).

2.3. Crystallization

Csm2 was crystallized by the hanging-drop method in
24-well plates after screening trials using Crystal Screen 2
(Hampton Research, Aliso Viejo, USA) at 20°C. Initial
screening conditions were optimized, leading to optimal
crystallization conditions consisting of 100 mM cadmium
chloride, 21% PEG 400, 100 mM sodium acetate buffer pH
4.6, as described in Table 2.

2.4. Data collection and processing

Diffraction data were collected on the MX-1 beamline at the
Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS, Campinas,
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Table 3
Data collection and processing.

Values in parentheses are for the outer shell.

Diffraction source MX-1, LNLS
Wavelength (A) 1.458
Temperature (K) 100
Detector MAR CCD 165
Crystal-to-detector distance (mm) 120

Rotation range per image (°) 1

Data range (images) 1-190

Space group P3,21

a, b, c (A) 77,77, 160
a, B,y () 90, 90, 120
Mosaicity (°) 0.2

Resolution range (A)
Total No. of reflections
No. of unique reflections

50-2.9 (3.08-2.90)
143907 (22874)
23467 (3813)

Completeness (%) 99.9 (99.6)
Multiplicity 6.13 (5.99)
(Ilo(1)) 13.77 (2.62)
Rineas (%) 11.0 (81.3)
Overall B factor from Wilson plot (Az) 81.2

Brazil; Polikarpov et al, 1998) after flash-cooling in liquid
nitrogen using crystallization buffer supplemented with 12%
glycerol. A highly redundant data set was collected at a
wavelength of 1.458 A. Crystallographic data were processed
with XDS (Kabsch, 2010) and Adxv (Arvai, 2015). The
structure of Csm2 was solved by single-wavelength anomalous
diffraction (SAD) using Phaser (McCoy et al., 2007) within the
AutoSol module of PHENIX (Adams et al., 2010), using the
fact that the crystallization conditions contained cadmium
ions. Electron-density maps were inspected using Coot
(Emsley et al., 2010) and figures were rendered using PyMOL
(DeLano, 2002).

350 ”
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61 o o
o o o
1 1 1
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U v 14 = .

T T T
0 100 200 300 :
Elution volume (ml) 6 — S

(a) ©

Figure 1

Purification of Csm2. (a) Gel-filtration chromatography profile of Csm2
using a HiLoad 26/600 Superdex 75 prep-grade column (GE Healthcare).
The last peak corresponds to the crystallized Csm2. (b) Molecular-mass
determination of native Csm2 by mass spectrometry. Deconvolution of
the MS protein spectrum yielded an isotope-averaged molecular mass of
16 732.78 Da. (c) SDS-PAGE of Csm2 after gel filtration using SeeBlue
Plus2 Pre-stained protein standard (Invitrogen, Life Technologies) as a
marker (labelled in kDa).

3. Results and discussion

In recent years, several outstanding crystal structures of
RNA-processing enzymes and protein complexes have been
obtained using isoforms from thermophilic bacteria (Wang et
al., 2008; Mulepati & Bailey, 2011; Lintner et al., 2011; Coco-
zaki et al., 2012; Osawa et al., 2013). To obtain further data for
the Csm CRISPR-Cas type IIIA crRNP complex, we have
cloned, expressed, purified and crystalized a major protein
from this complex, Csm?2.

T. maritima MS8 Csm2 was expressed in soluble form in
E. coli strain BL21 (DES3) in relatively high quantities of up to
30 mg per litre of culture. However, the protein could initially
not be concentrated owing to precipitation. This problem was

(b)

Figure 2

Csm?2 crystals and X-ray diffraction pattern. (a) Representative native
crystals of Csm2; scale bar = 0.5 mm. (b) Diffraction image of a Csm2
crystal.
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Figure 3

Electron-density maps. Stereoview of the AutoSol density-modified electron-density map of the Csm?2 crystal structure contoured at a 1.5¢ (a) and 30 (b)
level showing a cadmium ion (yellow) linked to an o-helix with a C* trace (green).

circumvented by using glycerol (10%) and high concentrations
of NaCl (up to 400 mM) during all purification steps. To
improve the chance of crystallization, after purifying the
protein the concentration of NaCl in the final gel-filtration
step was reduced to 100 mM (Fig. 1). The protein could then
be concentrated to 15 mg ml~'. Small monocrystals obtained
in initial screens could be improved in size through refinement
of the crystallization conditions, as shown in Fig. 2.

A highly redundant data set was collected from one of these
crystals on the MX-1 beamline at the Brazilian Synchrotron
Light Laboratory (LNLS), Campinas, Brazil. Crystallographic
data for this crystal are given in Table 3. The crystals tested
diffracted to a limited resolution of 2.9 A in space group P3,21
and contained an estimated three subunits in the asymmetric
unit (Matthews coefficient of 2.7 A’Da™! and 54% solvent
content). As there are no known close structural homologues
of Csm?2 in the PDB, the structure of Csm2 could not be solved
by molecular replacement. However, as our crystals grew at
high concentrations (100 mM) of CdCl,, we hypothesized that
Cd** ions possibly formed strong linkages with the numerous
charged amino acids in Csm2. As several structures have been
solved using Cd-SAD and/or S-SAD (Yogavel et al., 2010;
Robbins et al., 1991; Medlock et al., 2009), Cd-SAD was used
together with the PHENIX software package (Adams et al.,
2010) to try to solve the structure. Indeed, the measured data
set indicated the presence of an anomalous signal, quantified
by an overall anomalous correlation of 31% and an overall

mean anomalous difference in units of standard deviation
(SigAno in XDS) of 1.085. Consequently, phenix.hyss was able
to detect six cadmium ions. Automatic refinement and phasing
with Phaser and subsequent phase density modifications then
led to the first experimental electron-density maps. This
solution was characterized by an overall figure of merit of
0.319, a correlation of local r.m.s. density of 0.82 and a
meaningful map skew of 0.10.

Most importantly, the experimental electron-density maps
after density modification promptly showed meaningful elec-
tron density, and several «-helical structures could be detected
in these maps (Fig. 3). However, the resolution of the data set
has thus far hindered the assignment of amino-acid side
chains. Improvement of the diffraction resolution will thus be
necessary in order to build and refine an unambiguous model.

As Csm?2 is a homologue of S. solfataricus SSo01424 (18%
sequence identity) and 7. thermophilus Csm2 (22% sequence
identity), which play important roles in the assembly of Csm
crRNP complexes (Rouillon et al., 2013; Staals et al., 2014), the
results described here have an impact in helping to understand
the structure and function of Csm crRNP complexes of type
IITA CRISPR-Cas systems.
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The clusters of regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR)
and the Cas (CRISPR-associated) proteins form an adaptive immune system
in bacteria and archaea that evolved as an RNA-guided interference mecha-
nism to target and degrade foreign genetic elements. In the so-called type
ITTA CRISPR-Cas systems, Cas proteins from the Csm family form a com-
plex of RNPs that are involved in surveillance and targeting tasks. In the pre-
sent study, we report the crystal structure of Thermotoga maritima Csm2.
This protein is considered to assemble into the helically shaped Csm RNP
complex in a site opposite to the CRISPR RNA binding backbone. Csm2
was solved via cadmium single wavelength anomalous diffraction phasing at
2.4 A resolution. The structure reveals that Csm2 is composed of a large 42
amino-acid long a-helix flanked by three shorter a-helices. The structure also
shows that the protein is capable of forming dimers mainly via an extensive
contact surface conferred by its long a-helix. This interaction is further stabi-
lized by the N-terminal helix, which is inserted into the C-terminal helical
portion of the adjacent subunit. The dimerization of Csm2 was additionally
confirmed by size exclusion chromatography of the pure recombinant protein
followed by MS analysis of the eluted fractions. Because of its role in the
assembly and functioning of the Csm CRISPR RNP complex, the crystal
structure of Csm2 is of great importance for clarifying the mechanism of
action of the subtype IITA CRISPR-Cas system, as well as the similarities
and diversities between the different CRISPR-Cas system.

Database
The structure of Thermotoga maritima Csm2 has been deposited in the Pro-
tein Data Bank under accession code SANG6.

Introduction

The bacterial and archaeal clusters of regularly inter-
spaced short palindromic repeats (CRISPR) consist of
an array of short genomic repeat sequences separated

Abbreviations

by spacers and located adjacently to a cluster of genes
expressing the so-called CRISPR-associated (Cas) pro-
teins. Remarkably, the CRISPR-Cas system has been

Cas, CRISPR associated; Cd-SAD, cadmium single wavelength anomalous diffraction; CRISPR, clusters of regularly interspaced short
palindromic repeats; crRNA, CRISPR RNA; crRNP, CRISPR ribonucleoproteins; LNLS, Brazilian Synchrotron Light Laboratory; PDB, Protein

Data Bank.
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recently characterized as an RNA-guided interference
based form of a rudimental adaptive immune system
of prokaryotes [1-5] that acts to protect cells against
the incorporation of bacteriophages or plasmids [5,6].
CRISPR-Cas is considered to function by integrating
foreign DNA into the CRISPR spacer sequences
[2,3,5], which are transcribed and processed to form
CRISPR RNA (crRNA). In turn, crRNA is involved
in an RNA-guided interference mechanism that targets
nonhost DNA or RNA [7-10].

Highlighting their importance for the survival of
their hosts, CRISPR-Cas systems are found in approx-
imately half of all bacterial and in more than 80% of
all known archaeal genomes [11]. CRISPR-Cas are
classified as type I, type Il and type III systems
depending on the occurrence of the three signature
proteins, Cas3, Cas9 and Casl0, respectively [12,13].
The type III CRISPR-Cas systems are further subdi-
vided into two different subtypes, called III-A and III-
B. Type I and type II CRISPR-Cas systems are known
to target DNA [14-16]. Type III systems are assumed
to target both DNA and RNA [6,8,17-20]. The type
III-A system includes Csm Cas-proteins [13], whereas
the type I1I-B system includes Cmr proteins [8].

In CRISPR-Cas systems, target recognition is car-
ried out by Cas proteins, which form a complex of
RNPs, similar to the so-called Cascade complex in
type I systems [7], the Csm crRNP (CRISPR RNP)
complex in type III-A systems [18] and the Cmr
crRNP complex in type III-B systems [17,21]. Electron
microscopy data and protein crystallographic studies
have revealed in detail the composition and function
of the Cascade [22-26] and the Cmr crRNP complexes
[17,27]. Furthermore, electron microscopy and MS
data have defined the Csm crRNP complex from Sul-
folobus solfataricus, which is formed by up to seven
different proteins [28] and a homologous complex in
Thermus thermophilus that consists of five different
proteins: Csm1-5 [18]. Cmr, Csm and Cascade com-
plexes show overall structural similarity because they
are formed by structurally and functionally related
subunits [27,28]. In the present study, aiming to obtain
more more information about the Csm crRNP com-
plex, we cloned, expressed, purified, crystallized and
solved the structure of the Csm2 protein of Thermo-
toga maritima MSBS.

Results and Discussion

Crystallization and refinement

Recent progress in understanding the structural mech-
anism of crRNP target oligonucleotide degrading
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complexes has advanced considerably in recent years
[17,18,20,24-30]. To obtain more data from the Csm
CRISPR-Cas type III-A crRNP complex, we have
cloned, expressed, purified, crystallized and solved the
structure of Csm2, which is a major protein of this
complex.

T. maritima MSB8 Csm2 was expressed recombi-
nantly in Escherichia coli strain BL21(DE3) and crys-
tallized in space group P3;21. An initial data set of
limited resolution (2.9 A) of these crystals was origi-
nally measured at the MX1 beamline of the Brazilian
Synchrotron Light Laboratory (LNLS, Campinas,
Brazil) [31]. Because the crystal conditions contained
100 mm CdCl,, we were recently [31] able to solve this
structure using cadmium single wavelength anomalous
diffraction (Cd-SAD) with the Autosol module of the
software package PHENIX [32]. To be able to assign
most of the amino acid chains in the electron density
maps, additional crystals were measured, allowing us
to obtain a single crystallographic dataset of a crystal
with 2.4 A resolution. Data collection statistics of this
crystal are summarized in Table 1.

At the resolution of 2.4 A, a final model of the
Csm2 structure could be fitted and refined. The final
model, which is characterized by a crystallographic
Ryorc factor of 0.2098 and an Ry, factor of 0.2488,
contains three subunits of 7. maritima Csm2 in the

Table 1. Crystallographic data collection statistics. Values for the
outer shell are given in parentheses.

Solution Refinement
dataset [31] dataset
Diffraction source MX-1, LNLS MX-2, LNLS
Wavelength (A) 1.458 1.458
Temperature (K) 100 100
Detector MARCCD165 PILATUS2M
Crystal-detector 120 170
distance (mm)
Rotation range 1 1
per image (°)
Data range 1-190 1-126
Space group P3421 P3421
a b, c (A) 77,77, 160 77,77, 160
a, B,y () 90,90, 120 90,90, 120
Mosaicity (°) 0.2 0.2
Resolution range (A) 50-2.9 (3.08-2.9) 50-2.4 (2.5-2.4)

Total number of

143 907 (22 874)

135 368 (16 640)

reflections

Number of unique 23 467 (3813) 21 688 (3305)
reflections
Completeness (%) 99.9 (99.6) 98.3 (94.9)
Redundancy 6.14 (5.99) 6.24 (5.03)
(W) 13.77 (2.62) 12.63 (3.64)
Rimeas (%) 11.0 (81.31) 12.9 (83.9)
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Table 2. Crystallographic structure refinement statistics. Values for

the outer shell are given in parentheses.

Resolution range (A)

41.65-2.40 (2.51-2.40)

Completeness (%) 98.16 (93)
(Ws(h) 12.63 (3.24)
Number of reflections, test set 21679, 1119 (2384, 126)
Final Ryork 0.2098 (0.2352)
Final Riree 0.2488 (0.2882)
Number of nonhydrogen atoms 3248

Protein residues 369

lon (cadmium) 7

Water 112
r.m.s.d.

Bonds (A) 0.009

Angles (°) 1111
Average B-factors (A?) 53.10
Ramachandran plot

Most favoured (%) 97.25

Allowed (%) 2.75

Outliers (%) 0

asymmetric unit. Because the first five and the last 12
amino acids of the full length expression construct
were not visible in the electron density maps, each
Csm2 chain in the model comprises 123 amino acids.
A total of seven cadmium ions and 112 molecules of
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water could be additionally fitted in the asymmetric
unit of the crystals. Structure refinement statistics are
summarized in Table 2.

The Csm2 fold

Each chain of Csm2 contained amino acids Gly6 to
Ser128 of the protein. The Csm2 fold is formed by
four a-helices (Fig. 1A). The two N-terminal (H1 and
H2) helices and the C-terminal helix (H4) have a
length of 18, 15 and 18 amino acids, respectively,
whereas the third o-helix (H3) is larger in size and
comprises 42 amino acids. Together, the helices form a
paper clip like structure, with the N-terminal helices
folded at one end, and the C-terminal helix folded at
the other end of the larger a-helix.

Interestingly, all large helices from the three chains
of Csm2 in the asymmetric unit of the structure are
aligned with another large helix (either from the same
or an adjacent asymmetric unit) in anti-parallel man-
ner, in the form of dimers. The interaction between
the helices follows loosely the pattern expected in
coiled-coiled structures, and is mediated by leucine-zip-
per like patterns with hydrophobic residues present at
regular positions of the helices. This dimeric structure

Fig. 1. The T. maritima Csm2 fold. (A)
Structure of the Csm2 dimer. Helices of
one of the Csm2 subunits are numbered
H1 to H4 (orange). (B) Detail of the
hydrophobic core of the Csm2 dimer
showing interactions between residues of
the larger helices (H3). (C) Electrostatic
potential molecular surface representation
of the Csm2 dimer in the same orientation
(above) and rotated 180° (below) with
respect to (A).
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is further stabilized by interactions of the smaller N-
terminal and C-terminal helices. Most notably, the N-
terminal helix H1 is inserted into a gap between helix
H3 and H4 of an adjacent subunit, forming exclusive
interactions between these helices and, altogether, a
helical packing with five a-helices at both ends of the
dimer.

The interaction between the subunits in the dimer is
mediated manly by hydrophobic residues, although
numerous hydrogen bridges and salt bridges are also
detectable at the interface. The total accessible surface
area buried by the dimer formation amounts to
approximately 4000 A2 A detail of the electron den-
sity of this interaction surface is shown in Fig. 1B.

Biochemical analysis

All these structural observations indicate that Csm?2
forms a dimeric structure both in our crystals and
in vitro. Because of this possibility, our recombinant
protein purifications were further analyzed through
size exclusion chromatography and MS. The initial
results from the size exclusion chromatography experi-
ments indicated the presence of a multimeric form
of Csm2 in addition to the monomeric form of the
protein (Fig. 2A), and this was confirmed by SDS/
PAGE (Fig. 2B), MS (Fig. 2C,D) and a second round
of size exclusion chromatography (Fig. 2E,F).

Deconvolution of the MS spectra derived from size
exclusion chromatography fractions yielded isotope-
averaged molecular masses compatible with both the
multimeric and monomeric forms in the first fraction
(Fig. 2C) and mainly the monomeric form in the sec-
ond fraction (Fig. 2D). From the charge state distribu-
tions in the MS spectra, it was possible to accurately
determine the masses of 16 752.13 £+ 4.52 Da and
32 328.25 + 47.60 Da for the monomeric and multi-
meric forms, respectively (Fig. 2C,D), thus confirming
the dimerization of Csm2 in LC-MS experiments.
Interestingly, both the monomeric and multimeric frac-
tions of Csm2 remained intact in a further round of
size exclusion chromatography experiments (Fig. 2E,
F). Together, these results provide evidence that
T. maritima Csm2 forms dimers in vitro and very
probably also in vivo. These dimers are likely of great
importance to the formation of the Csm crRNP com-
plex and consequently to its function in oligonu-
cleotide target recognition and degradation.

Implications for Csm ¢crRNP complex formation

Recent electron microscopy and crystal structures have
revealed in great detail the structure of the type I and

CRISPR-associated protein Csm2 of T. maritima

type IIIB crRNP complexes [17,20,22-27,30,33,34].
Two recent electron microscopy structures solved,
albeit at lower resolution, the multimer composition of
type IIIA complexes from two different prokaryotic
species, S. solfataricus [28] and T. thermophilus [18].
Here, we provide a high resolution structure of the
T. maritima type III-A crRNP complex member Csm?2
and demonstrate that it forms dimers in vitro. Because
T. maritima Csm2 is a distant homologue of S. solfa-
taricus SS01424 (18% sequence identity) and 7. ther-
mophilus Csm2 (22% sequence identity), we used the
structure solved here to obtain more information
about the structural assembly and function of Csm2 in
type IITA crRNP complexes.

cLusTALW analysis (Fig. 3A) shows that, despite low
sequence identity, the three proteins could be func-
tional and structural homologues because the pattern
of important residues forming the hydrophobic core of
the presumed o-helical bundles (underlined residues in
Fig. 3A) is conserved. Interestingly, in this analysis,
some of the loops connecting the helices showed a
higher than average degree of conservation, indicating
that they are possibly of high functional relevance.
The recently obtained electron microscopy structures
of the potential homologues of S. solfataricus and
T. thermophilus reveal a multimeric complex of pro-
teins, which are formed by an interwoven architecture
of two protein complexes capped at both ends by addi-
tional proteins. The interwoven architecture of the
complex is considered to be assembled mainly by the
subunits of Sso 1424 and Ssol1426 (in the case of
S. solfataricus) and Csm2 and Csm3 (in the case of
T. thermophilus) [18,28].

The whole complex is structurally similar to the
structures of the Cascade and Cmr crRNP complexes,
which have been solved at high resolution by protein
crystallography [24-27]. In these structures, the inter-
woven architecture is assembled by two major helical
protein filaments that form the ‘backbone’ (mainly
involved in crRNA binding) and the ‘belly’ (which
binds target oligonucleotides in the Cascade and Cmr
complex) and are formed by Cas7 and Cse2 in Cas-
cade [24,26] and Cmr4 and Cmr5 in Cmr crRNP [27]
complexes, respectively.

We could not confirm structural similarity between
Csm2 and Cas proteins from crRNP complexes such
as the Cse2, Cmr5 or the related Csa5 protein [35].
Although these proteins have an o-helical fold, they do
not contain a long central o-helix, and their helices are
ordered in a different fold. It is still possible, however,
that T. maritima Csm2, S. solfataricus SSo01424 and
T. termophilus Csm2 function analogously as Cse2 and
Cmr5 proteins of the Cascade and the Cmr crRNP

The FEBS Journal 283 (2016) 694-703 © 2015 Federation of European Biochemical Societies 697
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Fig. 2. Biochemical characterization of Csm2 dimerization. (A) Size exclusion chromatogram showing two Csm2 fractions. P1 (first fraction)
represents a multimeric form of Csm2 and P2 (second fraction) represents a monomeric form. (B) SDS/PAGE of the corresponding fractions
from size exclusion chromatography containing purified Csm2. (C) LC-MS analysis of the first fraction (P1). Deconvolution allowed
identification of monomeric (above) and dimeric (below) Csm2. (D) LC-MS analysis of the second fraction (P2). Deconvolution allowed
identification of monomeric Csm2. (E) Additional size exclusion chromatogram of the first fraction, demonstrating the intact multimer. (F)
Additional size exclusion chromatogram of the second fraction demonstrating the presence of monomers.

complexes to bind target oligonucleotides [24,26,27].
Coincidentally, the Csm2 dimer shows a positive elec-
trostatic potential on one side and a negative electro-
static potential on the other side (Fig. 1C), indicating
that the first side could be involved in binding target

oligonucleotides. In this case, the similarity of these
subunits from type IIIA complexes with the subunits
from type I and type IIIB complexes would be func-
tional rather than structural, as postulated by Reeks
et al. [35].
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T.maritima MAVSQGVSLKED----LKDLVRKAEEIGRELS-GKLKTNQLRKFHG--HL 43
S.solfataricus MPALEFFKDKERGVL-DPKVFERAREVAEGLARGKLKSSQFRNYFA--EL 47
T. thermophilus MRVKHYIQREFNYSVSSQDLLDIATRIATISATKPKPKSNKPEPYVDSSTI 50
* . . * . * k- . . -
T.maritima TKIWSNYIYKKKDYRDNPEKFNEEILNELHFMKIFLAYQVG--RDIEGIS 91
S.solfataricus RALENRFERERR--KEGEELAFARLVPQLELLRAKLFYNTRSQGPLRDAK 95
T. thermophilus NSLLSFLQSRRNVNELLLYIMRQAGRDEIDEETGKLLLASLKDRELKDAV 100
. . .. * .
T.maritima ELKEILEPLIDEIK-TPDEFEKFKKFYDAILAYHKFHSESEKSNRRTARR 140
S.solfataricus EFVEFMEEVLEAGKRSPKDFEAMMKYVEAVLAYFYALAK--—-—=====—— 134
T. thermophilus NLLGYVKWVYDTLTGLKVNYNNVKG-VKTFKELVNILSKV-————————— 139
B

EM S. solfataricus EM T. thermophilus

Fig. 3. Comparison of the Csm2 sequence and structure. (A) Multiple alignment of presumed Csm2 homologues from the three indicated
prokaryotic species (T. maritima Csm2, S. solfataricus SSo01424 and T. thermophilus Csm2) indicating structural conservation. Similar amino
acids are depicted in bold, where an asterisk (*) indicates complete conservation, a colon (:) indicates conservation between groups with
strongly similar properties and a dot (.) indicates conservation between groups with weakly similar properties. Important amino acids
forming the hydrophobic core of T. maritima Csm2 are underlined. (B) Fitting of T. maritima Csm2 crystal structures into the electron
microscopy electron density maps of the of the crRNP complexes of S. solfataricus (left) and T. thermophilus (right).

Aiming to elaborate further on this hypothesis, we T. termophilus (EMD-6122, 17 A resolution) [18]. As
fitted our structure into the electron density maps of shown in Fig. 3B, up to two Csm2 dimers could be
S. solfataricus (EMD-2420, 30 A resolution) [28] and tentatively fitted into the electron density maps of
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these two structures (Fig. 3B). The two Csm2 dimers
were fitted as Csm2 tetramers to the region of the
interwoven part opposite to the protein complex,
which is considered to be formed by S. solfataricus
SSo01426 or T. termophilus Csm2 [18,28]. This model
indicates once more that Csm2 could be a structural
and functional homologue of S. solfataricus SSo1424
and T. termophilus Csm2. Consistent with recent
results indicating that, in Cmr complexes, the number
of subunits of belly filaments can vary [27,30] and, in
Csm complexes, the number of backbone subunits can
vary to adapt to the variable sizes of crRNA [36], both
dimer and tetramer formations of Csm2 would be
compatible with a variable assembly of Csm RNPs in
response to variable crRNA sizes.

As the Csm2 surface on the side with positive elec-
trostatic potential forms a channel between the small
a-helices, and the sequence of the loops forming this
channel (located between helices H1 and H2) shows a
higher than average degree of conservation in all three
species, it is tempting to speculate that this channel is
of high functional importance for example participat-
ing in the binding of target oligonucleotide bases.
Additionally these loops, together with the N-terminal
helices and contrasting with the large a-helices, have a
higher than average B-factor distribution, indicating
that they could be involved in ligand binding, as
intrinsic flexibility is thought to be important in DNA
binding proteins [37, 38]. However, as fitting of crystal
structures to electron microscopy electron density
maps is not trivial, these electron density maps are
derived from different species and furthermore the
number of Csm2 homologues detected in mass spectro-
metry data in crRNP complexes from these different
species corresponds most probably to 3 subunits [18,
28], this evidence must be regarded as preliminary.
More data from the Type IIIA RNA/Protein com-
plexes will be needed for the confirmation of these
hypotheses.

Conclusions

In conclusion, we were able to solve the structure of
T. maritima Csm2, which is a major protein of the
Csm crRNP complexes and is probably involved in
assembling and binding target oligonucleotides to the
crRNP complex. The results obtained indicate that
Csm2 forms dimers, and thus could be a functional
but not structural analogue of the Cascade protein
Cse2 and the Cmr protein Cmr5. The dimeric structure
of Csm2 described in the present study is therefore of
great importance for better understanding the function
of Csm crRNP complexes in type IIIA CRISPR/Cas
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systems, as well as the similarities and diversities
between the different CRISPR/Cas systems.

Materials and methods

Protein expression, purification and
crystallization

Full-length T. maritima Csm2 (GenBank entry
AKE29563.1) was amplified via PCR with primer over-
hangs (Exxtend, Paulinia, Brazil) and cloned into the pQtev
expression vector (Protein Structure Factory, Berlin, Ger-
many). Csm2 was expressed in E. coli strain BL21(DE3)
after induction with 1 mm IPTG. Cells were lysed in buffer
containing 50 mm Tris-HCl (pH 7.5), 400 mm NaCl,
10 mm imidazole, 1 mm PMSF and 5 mm B-mercaptoetha-
nol in an M-110L high pressure homogenizer
(Microfluidics, Westwood, MA, USA). Protein was purified
by His-tag affinity chromatography, the His-tag cleaved by
TEV protease [39] and the protein further purified using
size exclusion chromatography on a HiLoad 26/600 Super-
dex 75 prep grade column (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK; nominal volume of 320 mL) in buffer containing
25 mm Tris-HCI (pH 7.5), 100 mm NaCl, 3 mm DTT and
10% glycerol. After concentration, protein was crystallized
by the hanging drop methods in crystallization conditions
containing 100 mm cadmium chloride, 21% poly(ethylene
glycol) 400 and 100 mm sodium acetate buffer (pH 4.6).

Data collection and processing

Crystals were measured at the MX-1 and MX-2 beamline of
the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS, Camp-
inas, Brazil) [40,41] after cryo-cooling in liquid nitrogen
using crystallization buffer supplemented with 12% glycerol.
Datasets were measured at a wavelength of 1.458 A. Crystal-
lographic data were processed with xps [42]. Crystal struc-
ture was solved by Cd-SAD [31] using PHASER [43] within the
Autosol module of pHENIX and refined using cns [44,45] and
PHENIX.REFINE [46]. Electron density maps were inspected and
the structural model built using coot [47]. The electrostatic
potential of the protein was calculated with apBs [48].
Images were drawn and rendered with pymoL (http://www.
schrodinger.com/pymol/). Surface area calculations were
performed with PDBEPISA [49].

MS

The molecular mass of native Csm2 (monomeric and multi-
meric forms, derived from size exclusion chromatography)
was confirmed by MS using an LTQ-Orbitrap Velos mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). MS spectra were acquired in the Orbitrap analyzer at
100 000 resolution (m2/z 400). Nanoflow liquid chromatogra-
phy was carried out on an Easy nLC nanoHPLC (Thermo
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Fisher Scientific) coupled to the mass spectrometer. Proteins
(5 pg) were loaded onto the column with buffer A (0.1% for-
mic acid) and eluted with a 40 min gradient from 0% to 85%
buffer B (acetonitrile, 0.1% formic acid). Protein mass spec-
tra were visualized with the Qual Browser™ module, using
XCALIBUR, version 3.0 (Thermo Fisher Scientific) and charge
state deconvolution was undertaken after averaging 50-200
MS scans for each LC-MS run.
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