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APRESENTACAO

Os assuntos abordados nessa tese se situam demtoondhio da Glicobiologia e
da Biologia molecular. Esse trabalho foi desendalvem regime de co-tutela com dois
grupos de pesquisa diferentes, a equipe do Biorabldo Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (UFC) dirigida pelo professor .DBenildo Cavada e a equipe de
Glicobiologia Molecular do CERMAV (UJF, Francga) idido pela Dra. Anne Imberty, sob
orientagéo da Dra. Annabelle Varrot.

Esse trabalho pode ser dividido em cinco partexipais. O primeiro capitulo é
uma introducédo aos dominios abordados nesse tmabadlo objeto de nosso estudo: lectinas
de macroalgas. No segundo capitulo é abordadojetvois do trabalho de tese. No terceiro
capitulo, uma atencéo particular € dada aos mémduimentais utilizados, compreendendo
técnicas de biologia molecular para clonagem e esgdo de genes, caracterizacdo da
especificidade das lectinas das al¢thgonea musciformi® Bryothamnion triquetrunpor
gyican arraye os métodos utilizados para a caracterizac&mftgiimica das proteinas, bem
como os testes de toxicidade realizados. O quamtwdo € dedicado aos principais
resultados e discussdo do trabalho de tese. Algucoaslusdes e perspectivas séo
apresentadas no quinto capitulo e fecham a apegsendesse trabalho. Ao final, ha um
pegueno resumo de outros trabalhos desenvolvidasitguos quatro anos de doutorado, bem
como uma apresentacao dos trabalhos publicados.

Essa tese foi redigida em lingua portuguesa, napm@ende um anexo: o resumo

expandido do trabalho de tese em lingua francesa.






RESUMO

Os genes sintéticos das lectinas das algas marinkawelhas Hypnea
musciformis(HML) e Bryothamnion triquetrun{BTL) foram clonados em diferentes vetores
e transformados em diferentes células bacterianasxgdressao. As lectinas recombinantes
foram obtidas a partir da fracdo soluvel das ca#turacterianas descherichia coliRosetta-
gami 2 (DE3) para rHML e BL21 (DE3) para rBTL. @stes de hemaglutinagdo mostraram
que rHML e rBTL sdo capazes de aglutinar eritr@itle coelho tratados com diferentes
enzimas proteoliticas. As propriedades hemaglutgsade rHML e de rBTL confirmam o
enovelamento correto e o estado funcional das ipesteA caracterizacado da especificidade
de ligacdo a carboidratos da HML, BTL e da rBTL pycan array mostrou uma
especificidade restrita por oligossacarideos coxagleontendo o nucleo de fucosilacéa-(

6), com uma preferéncia particular peiglicanos néo bisectados, bi e tri-antenados deiaad
curta. A presenca de acido sialico na extreminaiaradutora dos glicanos favorece o
reconhecimento. Essa foi a primeira caracterizaglectinas de algas vermelhas glycan
array. Experimentos de STD-RMN com a BTL mostraram uméeragcao com um
octassacarideo contendo o nucleo de fucosilagdeb); A atividade toxica das lectinas
selvagens e recombinantes foi avaliada coittemia sp e contra células de adenocarcinoma
de pulméao (A549). Nos ensaios de citotoxicidade LHNHML, BTL e rBTL ndo mostraram
nenhuma toxicidade contrArtemia sp.e somente HML e rHML mostraram uma baixa
toxicidade contra células de adenocarcinoma de gui(A549). O primeiro cristal de rBTL
foi obtido a um nivel de microescala com a ajudarderob6t de cristalizacao e difratou a 15

A de resolucio.

Palavras-chave:Lectinas recombinantes; algas vermelhakgiicano fucosilado.







ABSTRACT

Synthetic genes from the red marine alddgpnea musciformigHML) and
Bryothamnion triquetrun{rBTL) were cloned into differents vectors andnsformed into
several bacterial expression strains. The recombileatins were obtained from the soluble
fraction of bacterial cultures usirtgscherichia coliRosetta-gami 2 (DE3) strain for rHML
and E. coli BL21 (DE3) strain for rBTL. Haemagglutination testhowed that rHML and
rBTL are able to agglutinate rabbit erythrocyteshwatrong haemagglutination activity only
after treatment with papain and trysine indicatihgt their ligands are not directly accessible
at the cell surface. The haemagglutinating propemif rHML and rBTL confirm the correct
folding and functional state of the proteins. Adstwf the specificity of these lectins by
glycan array was conducted. HML, BTL and rBTL shdwa restricted specificity for
complexN-glycans with core 1-6) fucose. A more detailed analysis of the spatyf of
these lectins showed a preference for non bisebligtycans, bi- and tri-antennary branching
sugars with short chains. Addition of Sialic acidtee non-reducing end &f-glycans favors
their recognition by the lectins. This is the ficktaracterization of lectins from red algae by
glycan array. An interaction between BTL and a dafe6) fucosylated octasaccharides was
also observed by STD-NMR. The toxic activity of aviend recombinant lectins were
evaluated againsfrtemia sp.and the human lung adenocarcinoma cell line (A549)
cytotoxicity assays, HML, rHML, BTL and rBTL showatb toxicity againstArtemia sp
Only HML and rHML showed a low cytotoxic activitygainst cell line (A549). The first
crystal of rBTL was obtained in micro-scale leveing a robot and diffracted at 15 A.

Keywords: Recombinant lectin; Red Algae; fucosylatedlycan.
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CAPITULO |: FUNDAMENTACAO TEORICA

1. GLICOBIOLOGIA
1.1 Generalidades sobre glicobiologia e glicosilaga

O termo glicobiologia foi cunhado em 1988 para dessr uma nova fronteira na
biologia molecular, envolvida no estudo da estajtuniossintese, metabolismo e funcdes
biologicas de carboidratos simples, bem como dast@s outras classes de biomoléculas
(proteinas, lipidios e nucleotideos) que interagenm eles. A descoberta de que essas
moléculas podiam desencadear diversos processds fondamental importancia para que 0s
carboidratos passassem a ser tratados de merasutasléstruturais e de reserva para
importantes moléculas de informacdo, nascendo assinglicobiologia (TAYLOR,;
DRICKAMER, 2003).

As propriedades fisico-quimicas dos mondémeros ddso@ratos, como o fato de
poderem ser D- ou L-enantidbmeros, serem furanosidaopiranosideos, se ligarem um ao
outro por ligagcbesa- ou p-glicosidica, seu potencial em formar glicoconjumad
(glicoproteinas, proteoglicanas e glicolipideo#mada sua capacidade de incluir pontos de
ramificacdo a partir de mondmeros simples, perquieeles se associem em oligossacarideos
ou polissacarideos, codificando informacdes basteomplexas. A informacéo contida nos
oligossacarideos ligados a outras moléculas € catdheomo glicocddigo ou codigo dos
glicanos (BLOMMEget al., 2009; MUKHOPADHYAY et al, 2009). A figura I.1 representa

as unidades monossacaridicas relevantes biologitame

Figura 1.1: Representacdo dos principais monossacarideos l@ganeia biologica
encontrados nos organismos Vivos.
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Galactose (Gal) N-Acetyl-galactosamine (GalNAc) N-Acetyl-neuraminic Acid (NeuSAc) N-Acetylglucosamine (GlecNAc)

Fonte: SCHMALTZt al.,2011.



Funcdes biologicas associadas a glicocodigos deaglhjugados sdo numerosas,
e cada vez mais torna-se claro que as célulagamilioligossacarideos especificos para
codificar importantes informagdes sobre o destieopdoteinas, interacdes célula-célula,
diferenciacdo celular, desenvolvimento de tecideseptacdo de horménios, coagulacéo
sanguinea, fertilizacdo e embriogénese, além daitiigar como sinais extracelulares
(revisado por WIEDERSCHAIN, 2013).

Sabe-se que a superficie das células é cobertaapboidratos complexos, os
quais conferem uma identidade molecular Unica a tigd celular, tecido ou 6rgdo. Esses
acucares, conhecidos individualmente como glicaramletivamente como glicocalix, sao
biossinteticamente construidos a partir de monas&hos simples, gerando um espectro

diversificado de oligo-, polissacarideos e glicgagados.

O glicocdlix esta envolvido na coesédo celular epnatecdo da célula contra
choques fisicos e contra o ataque de micro-orgarsisirigado ao papel de reconhecimento
molecular, os oligossacarideos presentes no glira@sido envolvidos em muitos fendbmenos
do tipo receptor-ligante envolvendo lectinas, e tawiestudos confirmam papéis na
comunicacao entre células (VARKI, 1993; DENNiSal, 1999) (Figura 1.2).

Figura 1.2: Esquema de uma membrana celular apresentando ersidade de
glicoconjugados que formam o glicocalix celular.
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Glicosilacéo de proteinas € a modificacdo pos-tiadal mais comum entre os
seres vivos, influencia fortemente muitos outrgsea®s funcionais, incluindo localizacéo
celular, degradacdo e controle da qualidade deeipad (ARNOLDet al., 2007). A
glicosilacdo tem uma variedade de papéis impodaate muitos eventos celulares como
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estrutural, de sinalizacdo e de reconhecimento (DIENet al, 1999). A chave para o

entendimento dessas func¢des € o conhecimentordéuestpriméria dos glicoconjugados.

Foi demonstrado que anomalias no padrdo de ghkgdsil frequentemente
acompanham condi¢cfes anormais fisioldgicas ou @gitas, como o cancer. Este objeto de
estudo esta recebendo atualmente muita atencatudogstém sido realizados a fim de

elucidar as complexas estruturas e papéis dessanag (DENNISet al, 1999).

Glicoproteinas possuem um ou alguns oligossacarideacomplexidade variada
covalentemente unidos a proteinas. A porcéo oleggasglica da proteina é muito heterogénea
e rica em informacdes, formando locais extremamespecificos para o reconhecimento e a
ligacdo de alta afinidade por proteinas ligantesadlboidratos, chamadas lectinas. E estimado
que, em média, 70% das proteinas eucarioticas spiemsiladas (APWEILERet al.,1999).

Duas grandes familias de glicoproteinas podem efaridas segundo a natureza
de ligacdo covalente estabelecida entre os glicanas parte peptidica: d¥- e asO-
glicoproteinas. Esses dois tipos de glicosilac@eem ser encontrados simultaneamente em

uma mesma proteina.

1.1.1 AN-glicosilacéo

Em N-glicosilacdo, um residuo déacetilglicosamina (GIcNAc) é ligado por uma
ligacdo amida a um residuo de asparagina perteneenima sequéncia consenso Asn-X-
Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido cooe@@o da prolina. A presenca da
sequéncia consenso é requerida peuglicosilacdes. Entretanto, a ocupacdo do sitio em
potencial ndo é obrigatéria. Por isso, uma glicna pode conter um namero de sitios de
N-glicosilagdo em potencial, cada qual podendo @uesdar glicosilado (SCHMALTZ#t al,
2011).

Os N-glicanos sao constituidos de uma estrutura peaddica comum,
formada por dois residuos de GIcNAc e trés residiemsnanose (Man): MaBIcNAC;,
chamado de nucleo otore Esse ndcleo é em seguida utilizado como subspata a
diversificacdo dosl-glicanos no complexo de Golgi (MOLINARI, 2007).

Durante a sintese dd$-glicanos, quando a proteina nascente entra nculeti
endoplasmatico, um bloco de acucares 4@&wGIcNAC;,) € transportado via um precursor

lipidico (dolicolpirofosfato) e transferido paragoupo amino na cadeia lateral da asparagina
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estabelecendo uma ligacdN-glicosidica. O glicano € posteriormente processa&

modificado por enzimas no reticulo endoplasmatiamecomplexo de Gol, gerando trés

tipos deN-glicanos encontrados em proteihumanasnaduras: rico em manose, complex

hibrido (NILSSON; VON HEIIJNE, 1993). As estrutur@®mplexas podem ainda

<

~

categorizadas em bi-, tre tetreantenadas, dependendo do nimero de ramos de catbs

originados a partir do nucleo do trimanosideo (ras 1.3 e 1.4).

Figura 1.3: Diagrama esquematico representando a sinteN-glicanos
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Um glicano prémontado GlcsMangGIcNAC,) € transferido de um transportador lipidi
dolicolpirofosfato(Dol-P-P), para ur grupo amino da asparagina de uma protnascente,
estabelecendo uma ligagN-glicosidica O glicano € cortado e, em seguida, estendid
complexo de Golgi, onde glicosiltransferases e oglitases modificam a estrutura
carboidrdao durante a sua maturacaGlicosiltransferases usam acucares ativi
(nucleotideos¢lcares) como doadores para as reacbes de extSGHEMALTZ et al,

2011).

Figura I.4: N-glicanos encontrados em proteihumanas maduras.
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Legenda da figura 1.4: Rico em manose, hibrido e complexo. As estrute@aplexas
podem ainda ser categorizadas em bi-, tri- e taitanadas, dependendo do numero de ramos
de carboidratos originados do nucleo do trimanas(8€HMALTZ et al, 2011)

1.1.2 AO-glicosilacéo

A O-glicosilacdo é uma modificacdo pés-traducional cpesiste na formacgéao de
uma ligacao glicosidica entre o carbono anomérgard carboidrato com a hidroxila de um
residuo de serina ou treonina de uma proteinag gua conformacao ativa. Glicosilac6es do
tipo O-glicano sédo extremamente diversas em composicéunicu e nenhuma sequéncia
consenso tem sido observada (SCHMAL&AL, 2011).

O primeiro passo na sintese@glicanos consiste na transferéncia de um residuo
GalNAc por umaN-acetil-galactosaminiltransferase para um residusedea ou treonina de
uma proteina ou lipideo, este GalNAc gera variagsitesas de nucleos diferentes que podem
ser alongados e modificados por sialilacdo, sufaiaacetilacdo, fucosilacdo e extensao de
polilactosaminas. Se a alongacdo ndo ocorre (como éaso particular de células
transformadas) o antigeno Tn (GalNAeSer/Thr) é gerado, e pode ser modificado para
sialil-Tn por uma sialilacdoa@-6). Posteriormente, a adicdo de galactose e/oNA&l por
glicosiltransferases especificas, levam a formagé@oestruturas comuns de-glicanos
(STEENet al, 1998).

O acucar mais abundan@ligado é 0O-GalNAc de mucinas, podendo citar
também o0O-Fucose, encontrado no fator de crescimento epidérra O-Xilose que ancora
glicosaminoglicanos, e a modificacao de proteiitasd@icas poO-GIcNAc (SCHMALTZ et
al., 2011).

No caso das mucinas (glicoproteinas que podem rcamieneras cadeias de
oligossacarideo®-ligados), a biossintese é controlada por uma iandié ppGalNACTs
(polipeptidedN-acetil-galactosaminiltransferase), que catalizaligdo de UDP-GalNAc para
um residuo de Ser/Thr com uma regido peptidicacquaecteriza uma mucina. Existem oito
nucleos de estrutura de mucina que sédo constrpmo&Tases, representados na figura 1.5
(SCHMALTZ et al, 2011).
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Figura 1.5: Nucleo da estrutura d@glicanos do tipo mucina.
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A expressao de mucinas, secretadas ou ligadas dnawean € particularmente
abundante nas células epiteliais, especializadgsragucdo de muco, que funciona como
barreira de protecdo. Elas participam igualmenteattrole da antigenicidade do sistema
imune e podem estar relacionadas aos fendmenosle$@ia celular (SCHMALTZt al,
2011).

A glicosilacdo do tipoO-GIcNAc consiste na adicdo de um residuo Unico de
GIcNAc a uma serina ou treonina a cadeia polipaaidessa glicosilacdo € regulada pela
enzimaO-N-acetilglicosaminiltransferase (OGT) que transfer&IcNAc para a proteina a
partir de um UDP-GIcNAc, em seguidaaN-acetilglicosaminidased-GIcNAcase) cataliza
a hidrolise. Essa glicosilacao participa de divemgmcessos celulares, como a regulacédo da
transcricdo e da traducao, a protecdo de protemasa degradacédo, o trafego intracelular,
entre outros (GOLKS; GUERINI, 2008).

O fator de crescimento epidérmico (EGF papadermal Growth Factor) possui
motivos estruturais que podem seglicosilados €-fucosilados. A adigcdo de uma glicose a
um residuo de serina que pertenca a sequéncianson€s/s-X-Ser-X-Pro-Cys é catalisada
por umaO-glicosiltransferase do reticulo endoplasmaticoadafucosilacdo comeca pela
transferéncia de um residuo de fucose a uma sauimiionina localizada na sequéncia Cys-
X3-5-Ser/Thr-Cys, também no reticulo endoplasmatmar umaO-fucosiltransferase. As
cadeias podem entdo ser estendidas no complexolde(OPEREISet al.,2006).

Esses dois ultimos tipos de glicosilacdo sao paatimente importantes na via de

sinalizacdo chamadsdotch Esta via de sinalizacdo esta presente na malosabrganismos
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multicelulares, € uma via fundamental na comuneaggular a nivel de desenvolvimento
neuronal e embriogénico (LUTHER; HALTIWANGER, 2009)

1.1.3 Fucosilacao

Fucose é um monossacarideo encontrado em glicopaste glicolipideos de
invetebrados, vertebrados, plantas e micro-orgargsnicssas unidades sdo largamente
presentes na superficie das células. Elas, gertdmestdo ligadas as cadeias dos acUcares e
exercem um papel importante em inUmeros eventdédgioos. Esse acucar constitue ainda
uma parte importante de antigenos, como o antigerm grupo sanguineo e antigenos
especificos do estagio embrionério. Aumentadossle unidades de fucose e mudangas no
padrdo de fucosilagdo, como resultado de diferemiegis de expressdo de varias
fucosiltransferases, agem como marcadores especfjera o desenvolvimento de antigenos,

particularmente em processos inflamatorios e emoyépos de cancer.

A fucosilagdo compreende a ligacdo de um residuaabse a uniN-glicano, O-
glicano ou glicolipideo e € uma das modificagdessrnamuns envolvendo oligossacarideos
em glicoproteinas e glicolipideos (VAREt al, 2009). Ela pode ser dividida dentro de varios
tipos, incluindo ¢1-2), @1-3) (@1-4) e ¢1-6). EmN-glicanos presentes em vertebrados, a
principal modificacdo no ndcleo é a adicdo de umade (ligacdal-6) a uma unidade dé¢
acetilglicosamina adjacente a asparagina do nudeo fucosilagdo. Fucosilagdo em
glicoproteinas de invertebrados também ocorre Mésszetilglicosamina, mas a fucose pode
ser adicionada numa ligacdal(3) e/ou {1-6), podendo ainda estar presente nos dois
GIcNAc do nucleo. Em plantas a fucose é transfepal@ a asparagina do GICNAc apenas
pela ligacdo ¢1-3) (Figura 1.6). Fucosiltransferases sdo as esmzimesponsaveis pela
transferéncia da fucose ao GIcNAc do nucleo (VARKaL, 2009).

A regulacdo da fucosilacdo depende do tipo de aétwli 6rgdo envolvido.
Basicamente, fucosiltransferases, GDP-fucose espoatadores de GDP-fucose estéo
envolvidos nas vias de fucosilagdo. Existem 1lrelifees tipos de fucosiltransferases (Fut)
conhecidas e elas estédo divididas em quatro griqui$.e Fut2 estdo envolvidos na sintese
de fucosedl1-2), Fut3, -4, -5, -6, -7 e -9 na sintese de fades-3/01-4) que estdo envolvidos
na sintese dos antigenos ldewis. Fut8 participa da sintese de fucosé-§), nucleo de
fucosilacdo deN-glicanos. Porém, a atividade de FutlO e Futllaaim@b € bem entendida
(MIYOSHI et al.,2008).
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Figura 1.6: Modificagbes no ndcleo dé-glicanos.

(A) Em mamiferos a principal modificacdo € a adid& uma fucose (ligacad—6) a uma
unidade de GIcNAc; (B) em plantas a fucose é temit para a asparagina do GIcNAc
apenas pela ligacaal-3) e em invertebrados a fucose pode ser adi@onacha ligacao
(a1-3) elou ¢1-6), podendo ainda estar presente nos dois GlcHécnucleo. A
representacdo dos acucares pelas formas geoméemas a mesma legenda da figura 1.3.

O aumento dos niveis de fucosilacdo tem sido ragorem algumas condi¢des
patologicas, incluindo inflamacédo e cancer. Celifmss de glicoproteinas fucosiladas e varios
tipos de anticorpos, que reconhecem oligossacarideosilados como sialyl Lewis a/x, tém
sido utilizados como marcadores de tumores. Afali@proteina (AFP), por exemplo, € um
bem-conhecido marcador de tumor para hepatocaraimetnlar. Todavia, por vezes, tem seu
nivel aumentado em doencas de figado benignas, dwpatite cronica e cirrose. Em
contraste, AFP com o nucleo de fucosilacéb-§), denominada AFP-L3, é um marcador
muito especifico para hepatocarcinoma celular. ®é&ssna, a fucosilacado de glicoproteinas
regula a funcéo biologica dessas moléculas. Mudamgducosilacdo e moléculas que possam
reconhecer essas mudancas podem fornecer uma stredéga na terapia do cancer
(MIYOSHI et al.,2008).

Para todas as glicoformas de uma proteina, suac@ari estrutural e de
complexidade, define no fim sua funcédo e atividd@l®cessos chave como enovelamento
protéico, estabilidade e localizagdo séo definjukda glicosilagdo das proteinas (VISEEGKX
al., 2001). Adicionalmente, comunicacdo celular, comteracbes célula-célula, célula-
matriz, proteina-proteina e acucar-acucar, saaaladbs através de interacfes especificas
entre um glicano e sua(s) proteina(s) alvo (ZACHARART, 2002).

A modulacéo da glicosilacdo de proteinas por vaesga ocupacao de sitios na
cadeia polipeptidica ou a variacdo das estrututagssacaridicas ocupando um sitio

particular de glicosilacdo na proteina, modula iaid#de bioldgica de glicoproteinas.
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Glicosilagbes anormais de glicoconjugados tém si@mtificadas em muitas doencas em
mamiferos, incluindo desordens hereditarias, imaficéncias, doencas cardiovasculares e
cancer (WARREN, 1999; LOWE; MARTH, 2003).

Recentemente, o foco de muitas iniciativas em psasgjunédicas direciona-se no
desenvolvimento de ferramentas analiticas que pmrmio monitoramento sutil dessas
mudancas significativamente bioldgicas em glicgdiés de modo a auxiliar no diagnostico e
prognostico dessas doengas e para melhor entesid@-lan nivel molecular, auxiliando no
desenvolvimento de drogas efetivas (LOWE; MARTH,020POCHECet al, 2003;
ZACHARA; HART, 2002; HAKOMORI, 2002). Com esse otiy® em mente, a andlise de
glicanos tem se tornado um primeiro passo esseparal 0 melhor entendimento do papel
bioldgico de glicoproteinas.

Em algas, muitas lectinas sdo glicosiladas comalags espécies d€aulerpa
cupressoidegVANDERLEI et al., 2010),Ulva pertusa(FREITAS et al., 1997),Gracilaria
cornea (LIMA et al., 2005), G. ornata (LEITE et al., 2005) e Tichocarpus crinitus
(MOLCHANOVA et al.,2010). Porém, a estrutura e o papel biol6gicoategkcanos ainda

sao pouco entendidos.

2. ALGAS
2.1 Algas marinhas

As algas sé@o organismos autotroficos pertencemtd®e@o Protista e de grande
valor ecoldgico, sendo encontradas tanto na forensetdes unicelulares como multicelulares
(eucaridticos e procaridticos), apresentando asgira variagdo morfolégica extremamente
diversa. Ndo possuem tecidos especializados neas wasmdutores, sendo a clorofila “a” o
principal pigmento fotossintético (RAVE®t al.,2007).

Na natureza, as algas estdo amplamente distripusgaglo encontradas em
ambientes marinhos, de agua doce ou terrestre. dalascapazes de habitar praticamente
qualquer ambiente provido de luz e umidade sufieieque possibilitem a extracdo dos
nutrientes essenciais a sua sobrevivéncia. Su#digtio esta relacionada com a temperatura
e salinidade da agua, disponibilidade de luz saamentes dos oceanos e das condicdes

fisicas e quimicas ambientais (RAVENal.,2007).
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Esses organismos podem fixar-se em rochas, susstrathosos ou calcarios,
conchas de moluscos e até sobre outras algas. d#Sm, podem ocupar zonas extremas, por
exemplo, regides de altas e baixas temperaturasp @ 0 caso das algas termdfilas e
psicrofilas, respectivamente, e também, regidesledado e baixo pH, representadas pelas
algas alcalifilas e acidofilas (RAVE®t al.,2007).

As algas s8o o0s organismos que mais contribuem @apaodutividade dos
ecossistemas, desempenhando um papel ecoldgicoacvep ao das plantas nbabitats
terrestres. Estes organismos representam a basaddga alimentar nos oceanos e sao
responsaveis por quase metade da fotossinteseouieee no planeta, além do seu papel na

renovacao da maior parte do oxigénio para o arsfirioo (DAY et al.,1999).

Vale ressaltar a importancia das algas como foredibersos compostos
bioativos. Algumas espécies sdo utilizadas na amé@céutica e cultivadas como fonte de
compostos de interesse comercial, atuando como ein de subsisténcia para algumas

comunidades e contribuindo com a geracéo de empregoda (CARDOZ@t al, 2007).

As macroalgas estao inseridas em trés principais, Rhodophytarepresentado
pelas algas vermelhaBhaeophytapelas algas marrons ou pardas e oGidorophyta pelas

algas verdes.

2.2 Algas marinhas vermelhas

As algas marinhas vermelhas representam um grumogcande diversidade de
espécies (4.000 a 6.000) sendo a grande maiorinatdgat marinho. Elas apresentam
frequentemente coloragdo avermelhada, devido aemgas de ficoeritrina, pigmento
fotossintético acessorio presente no interior doplastos, sendo também encontrados, em

menor quantidade, os pigmentos ficocianina e aloiaina (RAVENet al.,2007).

As algas vermelhas possuem as clorofilas “a” e€'d’ polissacarideo conhecido
como “amido das florideas” é o principal materialrdserva. S&do predominantemente dotadas
de uma estrutura multicelular, flamentosa ou pepatenquimatosa, com ou sem ramos,

podendo ser encontradas na forma cilindrica, catapu foliacea (RAVEMt al.,2007).

Alguns paises como o Japao, a China e as Filipitilsam as algas vermelhas,
como as dos génerdsucheuma, Hypnea, Porphyea Gracilaria, na sua dieta alimentar,

como também na extracdo de seus ficocolbides, aaderopriedades funcionais, fisicas e
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biologicas desses compostos lhes agregam grande a@hercial (CAMPOet al, 2009;
SILVA et al, 2010a).

2.3. Potencialidade do estado do Ceara

No Brasil, a regido costeira compreendida entrstade do Ceara e o norte do
estado do Rio de Janeiro abriga a flora algal ndiversificada do pais (VIDOTTI,
ROLLEMBERG, 2004).

A extensa area costeira do litoral cearense eagiidade de espécies encontradas
nesta regido (principalmente de algas multicels)areonstituem fontes de grande
potencialidade para a descoberta de novos insuooos, potencial aplicacdo em diversas
areas da biotecnologia. Do total de 32.000 espéaatdnicas conhecidas @hlorophyta,
Phaeophyta Rhodophytacerca de 250 taxons séo conhecidos na costatdddedo Ceara, a

maioria ainda pouco explorados (disponivel emww.ib.usp.br/algamare-i¥/ acesso em

06/01/2014). O Estado do Ceara desponta como unestaslos brasileiros que mais tem
apresentado desenvolvimento de tecnologias paudtivocde recursos pesqueiros no Brasil,
dentre eles o de algas marinhas. Os compostosdodrdesses organismos possuem uma
grande aplicabilidade e alguns produtos comer@ni®lvendo algas ja estdo presentes no

mercado.

2.4 Compostos bioativos de algas marinhas

As algas marinhas constituem uma rica reserva \Ersdis substancias naturais,
muitas delas de imenso interesse biotecnoldgiso, [grovavelmente, é devido a necessidade
de se desenvolver em um ambiente altamente compett da necessidade do emprego de
estratégias de autodefesa contra os predadoreterd®s nos ecossistemas em que se
encontram, bem como, atuarem em situacdes dessstragsadas pelas variacdes ecoldgicas,
0 que resulta em um significante nivel de diveddgdguimica e estrutural de diferentes
compostos (CARDOZG@t al., 2007).

Em muitos paises, a industria alimenticia consoma grande quantidade de
algas, que sdo bem conhecidas por apresentaremltoncoatetdo de fibras, minerais,
vitaminas, enzimas, diferentes antioxidantes eigeps bioativos (WIJESEKARALt al.,

2011). Nas ultimas décadas, uma énfase maior t@ondsida ao cultivo controlado de algas

41



para producdo em larga escala de produtos de sagereomercial, dentre esses produtos
alguns merecem destaque, como 0s acidos graxomsatlirados, os carotendides, 0s
ficocolbides e as lectinas.

- Acidos graxos poliinsaturados

Os acidos graxos poliinsaturados, comumente combeccomo PUFAs ou
AGPIs, fazem parte da gama de compostos bioatixtosiéos de algas. Essas moléculas séo
essenciais no funcionamento normal das prépriagasglatuando na regulacdo da fluidez da
membrana celular, no transporte de elétrons e oixigé adaptando as algas a diversas

variacdes térmicas ambientais (FUNK, 2001).

Os AGPIs sdo importantes tanto na area nutracégtiaato na area biomédica.
Séo fontes de 6mega-3, essenciais para a saudeg@miumana. Quando ingeridos, esses
AGPIs podem ser convertidos particularmenteydmolenato, eicosatrienoato e aracdonato.
Esse ultimo é um precursor essencial dos eicosas\oighidios reguladores envolvidos na
inflamacéo, na febre, na sensacao de dor e em arwlade de outros processos importantes
para os seres humanos, o que torna as algas nsaumha fonte rica em acidos graxos
poliinsaturados de interesse farmacologico (GILALWETY, 2011).

A producdo em larga escala de acidos graxos aindaeficiente. Algas
transgénicas projetadas para producdo de AGPIsrippddornecer uma fonte alternativa
sustentavel para o consumo humano. Entretantodaleo fato de organismos transgénicos
serem ainda pouco aceitos no mercado, uma altesinateria utilizar &cidos graxos
poliinsaturados de algas transgénicas como fon@ithento na aquicultura. Desta maneira,
0s beneficios dos acidos graxos poderiam ser gafg$ a dieta humana, sem a necessidade
de ingestéo direta de alimentos modificados gesretinte (HOEkKet al, 1998).

- Carotendides

Os carotendides sdo pigmentos naturais derivadasniiades de isopreno de
cinco atomos de carbonos que sédo enzimaticamehibegpaados para formar uma estrutura
altamente regular de 40 atomos de carbono conjsgado

Os carotendides estédo envolvidos na captacdo dalaznas algas marinhas, séo

0S constituintes essenciais do aparato fotossiniéthnde eles agem como: pigmentos
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acessorios no processo de captacao da luz, extdloites estruturais nos complexos protéicos
dos fotossistemas e como inibidores de processdatmos (radicais livres) provocados em
decorréncia de exposi¢des prolongadas a luz (ZHAN#S.1999).

Os carotendides apresentam um grande beneficiadie smmana, pelo fato de
serem uma fonte natural de provitamina A. A defici@ de vitamina A em seres humanos,
além de muitas doencas relacionadas a visdo, peded morte. Muitas das experimentacdes
médicas especulam que a atividade antioxidanteatosendides poderia ser o fator chave em
reduzir a incidéncia de muitas doencas, especianagyuelas mediadas pela luz. Além disso,
existe uma evidéncia consideravel que demonstrauquee dieta elevada em carotendides
pode ocasionar uma diminuicdo nos riscos de ceénseres como o de préstata, através do
uso de licopeno (um precursor gaaroteno e&-caroteno), encontrado em diversos vegetais

como o tomate e também em algas marinhas (CANTREaL, 2003).

- Ficocoloéides

Os ficocoloides sdo polissacarideos de alto pestecular, compostos de
polimeros de unidades de acucar. Eles sédo os gaiagbolissacarideos presentes na parede
celular das algas e estdo envolvidos em mecanisieoseconhecimento entre algas e
patogenos (POTINt al, 1999). Os principais ficocoldides extraidos dgaslsdo o agar, a

carragenana e o alginato, devido ao seu extensivoa industria alimenticia e comeéstica.

- Agar: Agar ¢ o nome dado para as galactanas sulfatadesides de algas marinhas
vermelhas que contém residuos d#-§)-3,6-anidro-L-galactose 1-3)-D-galactose. Ele é
usado em produtos alimenticios e também em meiosltiea bioldgicos. S&o importantes na
area farmacéutica sendo usados em capsulas deameditbs e como agentes laxantes e
anticoagulantes. No meio cientifico é utilizado pracessos de separagdo de moléculas nas
técnicas de eletroforese, imunodifusdo, cromat@gaétc (CHENet al.,2004).

- Carragenana: A carragenana € o nome genérico para a familiaatkctgnas sulfatadas

extraidas de algas marinhas vermelhas solUveigyam & consiste de um esqueleto alternado
de (@1-4)-3,6-anidro-D-galactose ep1-3)-D-galactose. As carragenanas sao mais

frequentemente utilizadas que o agar como agemessiéicantes em diferentes alimentos.
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As propriedades farmacéuticas das carragenandsinohe atividade antitumoral, antiviral e
anticoagulante, vém sendo descritas (MAYER; HAMANRO4).

- Alginato: O alginato € o nome comum dado também a familjotissacarideos sulfatados
lineares, encontrado em algas marinhas pardas, cstosp de residuos de acidfsD-
manuronico ex-L-gulurénico. E utilizado na indUstria téxtil concola em fios de algod&o e
sua principal propriedade na industria alimentiéiggelificante em funcdo da sua alta
viscosidade. Seu potencial uso farmacéutico tentriboido para o desenvolvimento de
novas drogas com funcdo antitumoral, anticoagulanémtiviral, dentre outras
(HALLEGRAEFF et al, 2003).

Além desses compostos, as algas marinhas apresemteamgama de outras
moléculas que, embora em menor quantidade, apaesergropriedades biologicas
interessantes, principalmente do ponto de vistdetnmwmlOogico, dentre estes compostos,
destacamos os aminoacidos do tipo micosporinaghddus na protecdo dos organismos
contra a radiacdo solar e bastante utilizados déstnia de cosméticos para producdo de
protetor solar (WHITEHEAD; HEDGES, 2005). Vale desir também, em especial, as

moléculas protéicas conhecidas como lectinas.

3. LECTINAS
3.1 Generalidades sobre lectinas

Lectinas séo proteinas de origem ndo imune quaieospelo menos um dominio
nao-catalitico e a capacidade de se ligar de foeswecifica e reversivel a mono e
oligossacarideos sem modifica-los (PEUMANS; VAN DKE, 1995). Também séao
chamadas de aglutininas aquelas capazes de agloéhdas (eritrocitos, por exemplo) e
glicoconjugados. Esta caracteristica € devido @0 fkestas proteinas serem geralmente

multivalentes. Sdo moléculas ubiquas na naturemdosencontradas em todos 0s seres vivos.

Um dos maiores motivos que hoje incentiva a peaquesbre lectinas,
provavelmente, esta relacionado a sua capacidada de "ler" as informacdes bioldgicas
que sdo codificadas na estrutura tridimensionaladécares. Lectinas sdo, de fato, os
receptores para as interagbes proteina-acucarp tand papel fundamental em varios
processos de reconhecimento molecular e sinalizadétar (AMBROSIet al.,2005).
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Essas moléculas exibem as mais diversas funcdesongasismos onde sé&o
encontradas. Em vegetais, por exemplo, atuam coml@cmas de defesa, de reserva
energética, de controle da homeostase, e particgmmsimbiose de plantas com bactérias
nitrificantes, entre outras funcdes. Em animaisiam@t principalmente no processo de
reconhecimento celular, na citotoxicidade em cslaglarganismo, adesao celular, interacbes
célula-matriz, inducdo de apoptose, aglutinacdo cdkilas e bactérias, entre outras
(DANGUY et al, 2002) (Figura 1.7).

Figura I.7: Papéis dos oligossacarideos na superficie ddageélu

Virus Bactéria Linfoeite
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cligossacaridica
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. Texina \
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Enzima -\\ Enzima
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fosfato/Lectina
Trans Golgi FROSEns

(a) Oligossacarideos de uma variedade de glicogadps na superficie da membrana
plasmatica, interagem com elevada especificidadge Extinas do meio extracelular. (b)
Virus que infectam células animais se ligam a glioteinas da superficie celular como
primeiro passo para a infeccdo. (c) Toxinas bawtas se ligam a um glicolipideo de
superficie antes de entrar em uma célula. (d) Alpibactérias aderem a célula e depois as
colonizam ou infectam. (e) Selectinas de certadaimediam interacdes célula-célula, como
as de linfocitos T com as células endoteliais dagecapilar em um sitio de infeccado. (f) O
receptor de manose 6-P se liga ao oligossacariglenzimas lisossomais, orientando-as para
a transferéncia ao lisossomo (Adaptado de NELSADX,2009).

Lectinas surgiram no cenario cientifico em 1860 a&eir Mitchell, que durante
seus estudos, observou o fendbmeno de hemaglutime;&oitrocitos quando associados ao

veneno de cascavel(otalus durissus(MITCHELL, 1860). O primeiro relato sobre lect;a
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de origem vegetal veio em 1888 durante estudogaeals por Stillmark sobre o principio
toxico de extratos de sementes de mam&ierus comunjs em que ele observou que tais
extratos apresentavam a capacidade de aglutinarocgns de diferentes animais
(STILLMARK, 1888).

De Weir Mitchell e Stillmark até os dias atuaigjrireras moléculas biologicas ja
foram identificadas e caracterizadas como lectiNgs, somente a partir da década de 70,
essas moléculas passaram a ser tema de investigc@arios grupos de pesquisa. Apenas
em 1966 houve o primeiro registro de lectina daslgnde Boyd e colaboradores verificaram
a atividade hemaglutinante de extratos de algasnhear utilizando eritrocitos humanos
(BOYD et al.,1966).

3.2 Lectinas de microalgas

A maioria dos estudos prévios em lectinas de akgas sido focada em
macroalgas marinhas. Por outro lado, os trabaklasionados as lectinas de microalgas séo
escassos e, portanto, o conhecimento dessas pBuas caracteristicas sado limitados. Na
dltima década, a presenca de hemaglutininas enoatgars vem despertando o interesse dos
pesquisadores, principalmente porque esses orgasigatdem ser facilmente manipulados e
cultivados, apontando como uma excelente fonte beengdo de lectinas para fins
biotecnolégicos.

A primeira lectina de microalga isolada e caraztata foi a d&Chlamydomonas
reinhardii. Na literatura existem trabalhos descrevendo @més deNostoc ellipsosporum
(BOYD et al, 1997),Microcystis aeruginosaepa M228 (YAMAGUCHIet al, 1998),M.
aeruginosacepa PCC7806 (KEHRt al, 2006),Microcystis viridis(YAMAGUCHI et al,
1999; BEWLEY et al, 2004),0Oscillatoria agardi (SATO et al, 2000),Scytonema varium
(BOKESCHet al, 2003),Chlorella pyrenoidosgCHU; HUANG; LIN, 2006), entre outros.

Algumas caracteristicas especiais de aglutininamideoalgas foram relatadas,
como por exemplo, a expresséo da lectinddeiridis que é inibida em condi¢des de cultivo
aerdbio, ndo depende de cations divalentes pabar edtividade hemaglutinante, apresenta
alta homologia interna e caracteristicas importanééatadas a galectinas animais e lectinas
de leguminosas (YAMAGUCHEgt al, 1999; BEWLEYet al, 2004). A lectina da cepa M228
de M. aeruginosaapresenta alta homologia interna e é dependentéld® para manter a
atividade hemaglutinante; enquanto que a expredadtectina da cepa PCC7806 Wk
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aeruginosaesta relacionada com a expressdo da toxina mitrecisy AMAGUCHI et al,
1999, KEHRet al, 2006).

Com excecdo das lectinas da cepa M8 aeruginosae de Chlorella
pyrenoidosa as lectinas isoladas de microalgas apresentarte fatividade anti-HIV
(BALZARINI, 2007). A potencialidade da aplicacdosdas moléculas na prevencdo e
disseminagdo do virus HIV impulsionou a busca deasolectinas com potenciais
biotecnolégicos, através de levantamentos da atieédhemaglutinante, bem como no
entendimento do modo de acdo dessas moléculasamediliversos estudos estruturais
(ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

Os dados estruturais disponiveis até agora, apopéaaalgumas caracteristicas
em comun, como multiplicacdo interna de sequértégasminoacidos, como é o caso das
lectinas que exibem atividade anti-HIV: CV-N (BEWYEet al., 1998), scytovirina
(BOKESCHet al.,2003), MVL (YAMAGUCHI et al.,1999) e OAA (SATCet al.,2007). A
estrutura tridimensional dessas lectinas mosti@ctanisticas de troca de dominios, entretanto
elas sdo completamente distintas uma das outrastogua sequéncia de aminoacidos
(ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

Também vale destacar que, apesar de ter sido delataisolamento de uma
lectina em uma espécie de microalga, isso nao iexghossibilidade de se isolar aglutininas
diferentes na mesma espécie. Por exemplo, asdedtnladas das cepas M228 e PCC7806

deM. aeruginosaséao diferentes em estrutura e atividades bioldgicas

3.3 Lectinas de macroalgas

Embora os trabalhos com lectinas de algas estivessenentando no mundo,
desde os primeiros relatos levantados por Boyd 866;1no Brasil, somente se relataram
aglutininas isoladas desses organismos em 199Inm@ior de estudos feitos com espécies de
macroalgas marinhas coletadas no estado do CelN®(AZ; SAMPAIO, 1991).

Todavia, ainda sdo poucos os trabalhos de detec¢smamento de aglutininas
em algas quando comparados aos estudos realizadptaetas ou até mesmo em animais,
devido, principalmente, ao fato de serem produzétashaixa quantidade em seus sistemas
primarios (fontes onde sdo encontradas) e da velatificuldade em se obter material
(NAGANO et al, 2005a).
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Quando comparadas as de plantas, as lectinas @m®sem algas possuem a
caracteristica de exercer determinada acdo bia@ogim concentracdes muito inferiores,
devido a sua maior poténcia. Além disso, devidosaon baixo peso molecular, podem
apresentar-se menos antigénicas do que as lediimaalto peso molecular, como as

encontradas em plantas e animais (OLIVEI&AL, 2002).

Muitas lectinas de algas, especialmente de algawelieas, dividem algumas
caracteristicas em comum, a grande maioria € mamncan® ponto isoelétrico esta entre os
pHs 4-6 e a atividade hemaglutinante dessas maka#o é inibida por monossacarideos
simples, e sim, por glicoproteinas e/ou acucaregptExos. Lectinas de algas que se ligam a
monossacarideos tem sido recentemente reportada vgaias espécies de algas verdes
pertencentes ao géndemteromorpha, Ulva e CodiufAMBROSIO et al, 2003; WANGet
al., 2004; ALVAREZ-HERNANDEZet al, 1999). Algumas espécies de macroalgas possuem
lectinas que ndo dependem de cétions divalentes gabir atividade hemaglutinante, no
entanto, outros trabalhos j4 demonstraram a depeiadéesses fons (EaMn®, Mg®",
como as do géner@odiume Ptilota. Essas moléculas apresentam a capacidade denagluti
eritrécitos mesmo depois de serem submetidas a @taperaturas ou a extremos de pH
(ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

Mesmo com o aumento significativo no nimero deadltads referentes as
lectinas de macroalgas marinhas, as informac¢fegiitiocas e estruturais sdo escassas, e as
informacfes estruturais ja existentes apontam para grande variedade de familias de

lectinas nas diferentes espécies de macroalgasimar{CALVETEet al.,2000).

3.3.1 Func¢bes enddgenas de lectinas de algas

Desde sua descoberta, as lectinas tém gerado palétom relacdo a suas
possiveis funcdes. Mesmo para lectinas com graadwliogia, torna-se dificil atribuir uma
funcdo em comum, tendo em vista que as mesmas paplersentar variacdes em relacdo a
especificidade, a localizagédo intracelular e adoger de sintese (RUDIGER; GABIUS,

2001). Até o momento, poucos trabalhos relatampelpandogeno de lectinas de algas.

Para a alga verdBryopsis plumosdoi verificado que quando o organismo sofre
injaria celular, os componentes celulares sdo ekpelpara fora da célula e ocorre um
fendbmeno de agregacao dessas organelas para fomraotoplasto. A agregacdo é mediada
pela lectina bryohealina presente na alga e es$peqgior glicanos do tipdN-acetil-D-
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glicosamina eN-acetil-D-galactosamina. As organelas se agreggidamente e tornam-se

cobertas por um envelope gelatinoso que é aprolefara formar novos protoplastos. Os
estudos citoquimicos revelam que o envelope pnetimié composto inicialmente de

polissacarideos e lipidios, além de apresentarctesiisticas de uma membrana semi-
permeavel e de transporte seletivo de materiaisl (&tlal, 2005; GROSSMAN, 2005).

Em estudos posteriores foi verificado que a lectinahealina poderia executar
duas funcdes: agregacdo de organelas celularesgeen db mar e também protecdo de
qualquer contaminacdo bacteriana durante a reggiteide protoplastos (YONNet al,
2008).

Lectinas de algas reconhecem e ajudam na adedrgigametas sexuais durante
a reproducgdo. Alguns estudos, por meio de micraacopnfocal, mostram a ligagdo do
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a lectinasjugadas aos gametas da alga marinha
vermelha filamentos#glaothamnion oosumiensdurante as etapas de fertilizacdo (KIM;
KIM 1999). Para essa lectinglenominada AOL-1, foi evidenciado um mecanismo de
reconhecimento célula-célula no processo de featiio (HANet al, 2012). Porém, a
maioria dos estudos usa evidéncias indiretas deri&gias de inibicdo usando carboidratos
ou lectinas de outros organismos (principalmenteodgem vegetal), como agentes de

bloqueio ligados aos gametas.

Varios sistemas complementares lectina-carboidrws sido relatados para o
reconhecimento de gametas de algas marinhas (SCHMIEB; KIM; FRITZ, 1993; KIM,;
LEE; FRITZ, 1996).

7

Outra atividade bioldgica e ecologica de lectina alga € o seu possivel
envolvimento na simbiose e defesa, como exibidolgmimas de plantas terrestres e outros
invertebrados marinhos (KILPATRICK, 2000). Ha evidi&as para um mecanismo de
reconhecimento, no inicio da simbiose entre lardas coral Fungia scutariae algas
dinoflageladas unicelulares endossimbidticas, arglglicanos da parede celular das algas
reconheceriam as lectinas presentes nas larvagrdb Esta etapa de reconhecimento ocorre
durante o contato celular inicial entre os parceisanbioticos através de uma interacao
lectina-glicanos. No entanto, para a maioria dasbsises, pouco é conhecido sobre os
mecanismos envolvidos no reconhecimento e espédeifie ( WOOD-CHARLSONet al,
2006).
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Segundo Medina-Ramirest al (2007) as lectinas de algas marinhas de alguma
forma estariam envolvidas no processo de colonma@@& acordo com 0s autores, as algas
poderiam expor suas lectinas no ambiente circusdastias propriedades seriam prejudiciais
para o crescimento de outros organismos marinhopetndo assim, pelo mesmo espaco e

nutrientes.

O mecanismo de adaptacdo ou tolerédncia a 4gua abeespécies delva
limneticafoi investigado utilizando técnicas de biologialewollar. O estudo revelou qle
limnetica acumula uma proteina (lectina-ULL) quando cultivasta condi¢cdes de baixa
salinidade. Porém, nao foi possivel detectar ascduosaumento da expressao da ULL nestas
condicdes (ICHIHARAet al.,2009).

3.3.2. Aspectos estruturais de lectinas de macroalg

Até o momento, ha poucas lectinas de algas carzadas com informacdes sobre
estrutura primaria ou terciaria. Porém, mesmo camcas informacdes sobre a estrutura
primaria dessas moléculas, os resultados que tém dditidos vém apontando diferentes
familias nas varias espécies estudadas (TEIXERA., 2012). Baseado entdo na estrutura
primaria de lectinas de algas disponivel, essagiaiglas poderiam ser agrupadas em algumas

familias.

Em algas marinhas vermelhas, a lectind®dgthamnion triquetrunfBTL) foi a
primeira a ter a estrutura primaria determinadal({CATE et al, 2000). No mesmo ano, Hori
et al. relataram a estrutura primaria de aglutininasigpnea japonicgHJA) (HORI et al,
2000). Ambos os trabalhos mostraram a presencadimds especificas pahkglicanos

complexos.

As comparacdes de sequéncias das estruturas @snaaiBTL e das HIJAs (1,2 e
3) revelaram similaridades entre si e também comadsrmas das lectinas @yothamnion
seaforthii (BSL2, BSL3 e BSL4), isoladas da Costa do Brasiks lectinas dB. seaforthii
(BSHV1, BSHV2, BSHV3 e BSHV4), isoladas da CostaVimezuela (CALVETEet al,
2000; HORIlet al, 2000; NASCIMENTO-NETCet al, 2012, MEDINA-RAMIREZ et al.,
2006). Estas lectinas apontam caracteristicas gurifgm serem agrupadas em uma mesma

familia.

Em contrapartida, foram relatadas diferencas es#ist entre lectinas das

macroalgas marinhas vermelhds cervicornise H. musciformis,encontradas na Costa do
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Brasil, e as lectinas da aldg japonica, encontrada na Costa do Japao, evidenciando que
pode existir uma variedade de lectinas entre espédo mesmo género que habitam
ecossistemas distintos (NAGANSD al, 2005b).

Com base na identidade entre as lectinadygmea cervicorni® H. musciformis
(HCA e HML) e nas diferencas apresentadas nas seiggéde aminoacidos em comparacao
com BTL/HJAs/BSLs, Naganet al (2005b) sugeriram que HCA e HML constituiriam uma

nova familia de lectina de algas marinhas.

As lectinas isoladas a partir das algas vermelkasheuma serra, E.
amakusaensis E. cottoniiexibiram caracteristicas semelhantes e apresentsgmelhancas
guanto a sequéncia N-terminal. Esses dados suggrenas lectinas de espécies do género
Eucheumgodem ser agrupadas em uma terceira familia dedsatle algas (KAWAKUBO
et al, 1999).

Ja para a lectina GRFT, da alga vermethdffthisia sp., sua sequéncia de
aminoacidos apresentou similaridade com a lectnplanta terrestrArtocarpus integrifolia
(MORI et al, 2005)

Nas algas marinhas verdes, a primeira estruturadpia determinada foi a da
lectina deUlva pertusa(UPL-1), através da clonagem do cDNA (WAN& al., 2004). A
lectina ULL deUlva limneticatambém foi identificada e sequénciada atravédategem de
cDNA, mostrando identidade de 30% com a UPL-1 (KBARA et al.,2009).

Em outro grupo podemos incluir a estrutura priméeabryohealina (YOOM:t
al., 2008) e da lectina d& hypnoidegNIU et al.,2009), elas ndo apresentaram similaridade
com lectinas de plantas, mas se assemelhav@m lectinas animais que possuem

dominios caracteristicos de ligacdo a fucose.

A alga verdeB. plumosgpossui outras trés lectinas descritas. A lectspeeifica
a manose (BPL-2) foi caracterizada e os autoreenéontraram homologia dela com outras
lectinas nos bancos de dados de proteinas. A Bpas8ui especificidade para GICNAc e
GalNAc, mesma especificidade que a bryohealinaeitanto, na comparagao das estruturas
primarias de bryohealina e BPL-3 ficou evidente s@e proteinas completamente diferentes.
A analise da sequéncia da BPL-3 mostrou que etermuer ao grupo de lectinas do tipo H de
caracois da espécie #kelix pomatia A quarta lectina descrita, denominada BPL-4, &mb
especifica para GIcNAc/GalNAc, apresentou 60% delaiidade de sequéncia primaria com
a BPL-3 (HANet al, 2011, 2012).
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Em outro trabalho, a sequéncia de aminoacidosatiadeisolada da alga marinha
verdeBoodlea coactdBCA) foi determinada através de degradacdo de Bdante clonagem
de cDNA. A proteina consiste em 3 dominios repstidternos, cada dominio contendo um
motivo de sequéncia semelhante ao sitio de ligac&arboidratos da lectina da planta
terrestreGalanthus nivaligSATO et al. 2011).

A sequéncia primaria déodium barbatunfCBA) foi determinada por cDNA em
associagcdo com ESI-MS e degradagcao de Edman epnéseatou similaridade com outras
lectinas, e nem caracteristicas relevantes cona®lgctinas isoladas do mesmo género. Os
ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinantestraam que CBA tem preferéncia phka
glicanos do tipo complexo e nenhuma afinidade ponassacarideos, diferente de outras
lectinas do génerGodium,especificas para GalNAc (PRASEPTIANG@HRal, 2012).

Embora o numero de trabalhos de caracterizacaatwstr de lectinas de
macroalgas marinhas tenha aumentado, ainda halddaes na classificacdo funcional e
filogenética destas proteinas, pois as informaefietentes estdo restritas a poucas espécies
sendo mais concentradas nas algas vermelhas (ZI@¢B\; WLODAWER, 2006).

A tabela 1.1 mostra um resumo das lectinas de abgas estrutura primaria

determinada.

Tabela I.1: Lectinas de macroalgas com sequéncia de amin&determinada.

Lectina Alga de origem Especificidade Referéncia
BTL Bryothamnion triquetrum | Fetuina e mucina Calvegt al., 2000
BSL2 Nascimento-Netet al
BSL3 Bryothamnion seaforthii | Fetuina, avidina e mucina "

2012
BSL4
BSHV1
BSHV2 Bryothamnion seaforthii | Fetuina e mucina Medina-Ramirezt al,
BSHV3 y 2006
BSHV4
Hypnin A-1 )

: . , . Hori et al, 2000,
Hypn!n A-2 Hypnea japonica Core (a1-6) fucosilado Okuyamaet al, 2009
Hypnin A-3
HML Hypnea musciformis Mucina Nagano et al., 2005b
HCA Hypnea cervicornis Mucina e GalNAc Naganet al, 2005 b
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ESA-1
ESA-2 Eucheuma serra MannoseN-ligados Horiet al.,2007
ESA-3
GRFT Grifthisin sp. Mannose e GIcNAc Moet al, 2005
ULP1 Ulva pertusa GIcNACc e tiroglobulina Wanagt al, 2004
ULL Ulva liminotica Mucina, fucose Ishihara; Shimada, 2009
Bryohealina N-acetil D-galactosamina Yoonet al, 2008
BPL-2 . Manose
Bryopsis plumosa . : . Hanet al, 2010,
BPL-3 N-acetil-D-glicosamine
2011, 2012
BPL-4
N-acetil galactosamina,
BP Bryopsis hypnoides N-acetil glicosamina, Niu et al, 2011
Mucina
EPL-1 . .
EPL-2 Enteromorpha prolifera | L-fucose Ambrosi@t al.,2003
N-glicanos complexos
CBA Codium barbatum tiroglobulina de porco Praseptangget al.,2012
(PTG) e asialo-PTG
BCA Boodlea coacta N-gllc,anos com alto Sato et al.,2011
conteudo deol-2) manose

Técnicas como degradacdo de Edman, espectrometmaadsas e clonagem de

cDNA fornecem informacgfes estruturais de estrupsmaaria que apontam a existéncia de

uma grande variedade de familias de lectinas riesedtes espécies de macroalgas marinhas

investigadas.

Para resolucdo de estruturas tridimensionais déeipes, as técnicas mais
utilizadas séo a cristalografia de raios X, utiida fonte de luz Sincrotron, e a ressonancia
magnética nuclear. Essas técnicas desempenham pel fasndamental na bioquimica
moderna e na biologia molecular, mais especificaeea elucidacédo das bases estruturais da

funcionalidade das macromoléculas.

Uma importancia na determinacao estrutural denlaste lectina/ligante pode ser
bem compreendida quando esses estudos estdo ciomatios com a atividade bioldgica
dessas proteinas. Um exemplo bastante esclaregederser dado com algumas lectinas de
microalgas como: cyanovirina-N (CV-N) (BOY& al, 1997; BARRIENTOSet al, 2003;
HELLE et al, 2006), scytovirina (SVN) (BOKESCEt al, 2003),Microcystis viridislectin
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(MVL) (BEWLEY et al, 2004) e da macroaldarifithsia sp.(GRFT) (MORI et al,2005;
ZIOLKOWSKA et al, 2006) que apresentam significante atividade raoot virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), mas com diferentegepciais de inibicdo do virus. A
justificativa da potencialidade dessas proteinadepser analisada quando se tem sua

estrutura.

Um banco de dados esta disponivel com a estrutirkeainas de diferentes
origens en8D lectin databasehttp://www.cermav.cnrs.fr/databank/lectine/

A estrutura tridimensional da GRFT, a Unica lectigamacroalga com estrutura
tridimensional até agora determinada, foi resolédafinada a 1.3 A de resolucéo através da
técnica de SAD Jingle-wavelengthAnomalousDiffraction) com a proteina produzida de
forma recombinante eiischerichia colie marcada com selenometionina. O enovelamento da
GRFT corresponde a um motivo estrutural denominaeta—prisma que consiste em trés
repeticbes de quatro fitas beta anti-paralelasfoueam um prisma triangular. Diferente de
outros membros da mesma familia, GRFT forma um dionom dimeros trocados onde as
duas primeiras fitas betas da primeira cadeia est8ociadas com dez fitas da outra cadeia e
vice versa. A estrutura de cada monémero posswelbamcas com as lectinas relacionadas a

jacalina, mas a sua estrutura dimérica é Unicat(RIMWSKA et al, 2006) (Figura 1.8).

Figura 1.8: Representacdo do dimero da grifithsina (GRFT) dssenas coordenadas da
proteina recombinante fusionada a etiqueta deltmiati

Mondmeros nas cores verde e azul. A extensao Nrakma proteina, resultado do processo
de clonagem, esta colorido em vermelho (cédigo PIUBLY).
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A estrutura cristalografica da GRFT complexada ciilerentes monossacarideos
e dissacarideos como: manose (PDB: 2GUC e 2GUjproanose (PDB: 3LL2), glicose
(PDB: 2NUO), N-acetilglicosamina (PDB: 2GUE)04{1,6) mannobiose (PDB: 2HYQ) e
maltose (PDB: 2HYR) também ja foi resolvida (ZIOLWGKA et al, 2006; 2007;
MOULAEI et al, 2010).

3.3.3 Estudo de especificidade de lectinas de algas

O perfil de ligacédo a carboidratos pode ser ingasid por varias técnicas, entre
elas podemos citar: ensaios de inibicdo da atieidaemaglutinante, cromatografias em
colunas imobilizadas com lectinas ou carboidrattisafiltracdo por centrifugagéo acoplada a
HPLC, glycan array,lectinaarray, entre outras.

As caracteristicas de ligacdo a carboidratos dénsc de algas tém sido
estudadas, porém, detalhes da especificidade &nlegalcdo a glicanos ainda sédo escassos.
Baseado entdo nas propriedades de ligacdo a catosid lectinas de algas podem ser
categorizadas em trés principais tipos, as lectinasse ligam &l-glicanos do tipo complexo,
as que se ligam H-glicanos com alto conteldo de manose e as egecifiara ambos os

tipos deN-glicanos, os complexos e com alto contetdo de sg(tdORlet al.,1990).

BCA, lectina da alga verd8oodlea coactateve sua especificidade de ligagéo a
carboidratos investigada pelo método de ultrafiicapor centrifugacdo acoplada a HPLC
com oligossacarideos piridilaminados. BCA se lig&\-glicanos com alto conteudo de
manose, mas nao a tipos complexos, tipo hibriddenldeN-glicanos ou oligossacarideos de
glicolipideos. Essa lectina tem especificidade usich por manose ligada ao terminal ndo
redutor deN-glicanos em ligacaoul-2), e grupos desses residuos aumentam a afinitade
lectina pelo carboidrato. Outras lectinas com dfipielade relatada pand-glicanos com alto
conteudo de manose, também ja foram descritasl@etinas de algas, como é o caso das
lectinas CV-N, OAA e ESA-2. BCA nao divide simildaide de sequéncia com essas lectinas
(SATOet al.,2011).

ESA-2, lectina da alga vermelhBucheuma serrateve sua especificidade
investigada pelo mesmo método de ultrafiltracdotrifaga acoplada a HPLC com
oligossacarideos piridilaminados, e em coluna itrestlla com a lectina. ESA-2 mostrou ser
estritamente especifica pakaglicanos com alto conteddo de manose com umatestru
minima contendo o pentassacarideo Mafg§)Man@l-6)Man1-4)GIcNAcB1-4)GIcNAc.
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ESA-2 ndo se liga ao nacleo pentassacaridico, poegurer o terminal redutor do residuo
GIcNAc para ligacdo. ESA-2 é estruturalmente e wiohalmente relacionada a OAA,
lectina deOscillatoria agardj ambas possuem uma especificidade restrita ldayicanos
com alto conteudo de manose com ligagde3) (HORIet al.,2007).

Algumas lectinas de plantas com especificidade péuglicanos com alto
conteudo de manose exibem uma forte atividadeHiNti-mas outros sé@o fracos ou néo
apresentam nenhuma atividade contra o virus (BARRE&I., 1996; FOUQUAERTet al.,
2009). Para lectinas de algas com especificidade gesedN-glicanos a atividade anti-HIV
também ja foi relatada, elas sdo também as leatstasladas mais potentes contra o virus por
inibirem a replicacdo do HIV com uma Efa faixa de nano- e picomolar (ZIOLKOWSKA;
WLODAWER, 2006).

As lectinas deHypnea japonicaHJAS) tiveram sua especificidade de ligacdo a
carboidrato investigada por cromatografia de a#fidal frontal com oligossacarideos
piridilaminados. Essas moléculas mostraram umacdsp@ade de ligacdo a-glicanos
complexos contendo o nucleo de fucosilacéb-q). Essa especificidade foi afetada pela
existéncia de residuos de GIcNAc bisectados e-astienados. A sialilacdo no terminal n&o
redutor também comprometeu a especificidade dd&egielo acucar (OKUYAMAet al.,
2009).

E conhecido que o nicleo de fucosilagéb-§) € alterado em determinados tipos
de cancer e que afeta a eficiéncia da citotoxi@dadular dependente de anticorpo. Lectinas
com a capacidade de reconhecer especificamentg essaturas sao valiosoas ferramentas
no diagnostico do cancer e no controle de qualidadenticorpos medicinais (OKUYAMAtL
al., 2009).

Para a elucidacdo das interacdes de carboidratodifdeentes estruturas a
diferentes moléculas, a técnica d&lycan array, desenvolvida peloConsortium for
Functional Glycomic¢CFG), vem se tornando uma poderosa ferramentasine na anélise
da especificidade fina de ligagdo lectina-carboadr&Esse método realiza a andlise em
paralelo sobre uma grande diversidade de acUcarésa minorizada e rapida, permitindo
determinar a especificidade de proteinas. Porém atesente, nenhuma lectina de alga teve

sua especificidade fina de ligacdo a carboidratestigada por essa técnica.

Estudos da especificidade fina de ligagdo de lastpor carboidratos dao maior

importadncia a esssas proteinas, como ferramentasgessantes no campo da glicodmica,
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funcionando como sondas especificas na investigdedestrutura dos carboidratos, pela

capacidade de discriminar diferencas na estruesaas moléculas.

3.3.4 Aplicactes biotecnoldgicas de lectinas de adg

Lectinas exibem diversas potenciais aplicacdes arapo da biotecnologia, e
muitas dessas aplicacOes ja foram relatadas petinae isoladas de algas (HELIL€E al,
2006; NASCIMENTO-NETOCet al., 2012; TEIXEIRAet al, 2007; BITENCOURT et al,
2008; NEVES et al., 2007; VIEIRAet al.,2004; VANDERLEIet al, 2010; SILVAet al.,
2010b).

Estudos de utilizacdo popular de algas marinhaa patar distarbios como o
cancer, a fistula e a gota, dentre muitos outragpréceram as pesquisas de atividade

biologica para esses organismos, bem como pararslésulas isoladas.

Lectinas de algas parecem ser especialmente isémtes para aplicacoes
biolégicas, porque elas sdo moléculas pequenaszenad menor imunogenicidade nas células
hospedeiras, possuem grande estabilidade devidarias pontes dissulfeto e mostram uma
alta especificidade por glicoconjugados complexasno os presentes na superficie das
células (revisado por PINTEX al.,2009).

Lectinas de algas sdo potentes moléculas contrirus da imunodeficiéncia
humana (BOYDet al, 1997; BEWLEYet al., 2004; SOWDERet al, 2005; SATOet al,
2011). Vale ressaltar que a lectina cyanovirina@VV-(N) além de inibir a entrada do virus
HIV em células hospedeiras, apresenta potenciaidsel inibicdo de outros virus como
Influenza, Ebola, Hepatite-C e Herpes (BARRIENT&Sl, 2003; O'’KEEFEet al, 2003;
HELLE et al, 2006). BCA mostrou uma potente atividade contvéras influenza ao se ligar
diretamente ao envelope viral (SAEDal, 2011). GRFT foi capaz de bloquear a ligacdo da
glicoproteina gp120 do envelope viral a célulasresgando o receptor CD4, e se ligou as

proteinas gp120, gp41l e gpl60 do envelope viral RV al,, 2005).

GRFT e SCV, ambas recombinantes, também foram esezinibir o HCV em

culturas celulares em baixas concentracdes (TAKEZBE3).

As algas marinhas vermelhas coletadas no litoral Gdara Bryothamnion
seaforthij B. triguetrum, Hypnea musciformes H. cervicornis dentre outras, apresentam

lectinas com propriedades bioldgicas importanteastante diversificadas, como inducéo e
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inibicao linfocitaria (LIMA et al, 1998), atividade antifungica (MEL& al, 1997), inducéo
da migracdo de neutrofilo (NEVES al, 2001), atividade anti-inflamatoria (SILVAt al,
2010b), relaxacdo do musculo de aorta (LIM& al, 2004), efeito cicatrizante
(NASCIMENTO-NETOet al.,2012), etc.

Lectinas de algas marinhas também podem ser Uisi€studos de composicao
de glicoconjugados presentes nas membranas desé@ldquetarias e na formulacdo de
novos inibidores de agregacgdo, o que € sugericgota dos experimentos realizados com as
lectinas isoladas dH. japonica, Boodlea coacta, Solieria robustaCarpopellis flabellata.
Estas lectinas foram ativas em inibir a agregagdgldquetas sanguineas humanas. Os
autores sugerem que essas proteinas seriam umgngpo de inibidores na formacédo de
plaquetas (MATSUBAR/et al.,1996).

Lectinas de algas também apresentam alto potenaighrea odontologica. A
inibicdo da formacéo de placa bacteriana $weptococcus mutans principal responsavel
pelo estabelecimento e desenvolvimento da céari¢ddanfoi observada com as lectinas
isoladas das algas vermeltBstriquetrum(BTL) e B. seaforthii(BSL) (TEIXEIRA et al,
2007).

Diversas lectinas podem ainda apresentar aplicaigapéuticas, podendo ser
utilizadas no combate de diferentes patégenos.cénke isolada da alga vermell&mlieria
filiformis foi eficiente ao inibir o crescimento das bactérigmm-negativasSerratia
marcescensSalmonella typhiKlebsiella pneumonigd=nterobacter aerogengBroteus spe
Pseudomonas aerugino§dOLANDA et al.,2005).

Significativos efeitos anti-inflamatorios e antimmptivos também tém sido
demonstrados por lectinas isoladas de algumas iespie algas marinhas, tais coméla
cervicornis (BITENCOURT et al, 2008),Amansia multifida NEVES et al., 2007),B.
triquetrum, B. seaforthi{VIANA et al.,2002; VIEIRAet al., 2004),Caulerpa cupressoides
(VANDERLEI et al, 2010) ePterocladiella capillacedSILVA et al.,2010Db).

Outra potencial utilizacdo foi sugerida para aitecda alga marinha vermelha
Gracilaria ornata (GOL). GOL quando incorporada em sementes adificiafeta
significativamente o desenvolvimento de larvasG##losobruchus maculatusndicando a
possibilidade de utilizar essa lectina como umeatgia biotecnolégica para o manejo de

insetos presentes em sementes armazenadas (EE&IE2005).
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A lectina purificada a partir da alga. corneaexibiu atividade biolégica contra
fémeas do carrapato bovinBgophilus microplusreduzindo a nutricdo, a massa dos ovos,
periodo de oviposi¢éo e eclosado, além do tempoard&lsobrevivéncia das larvas (LIMA
al., 2005).

Esses estudos sugerem que as algas sao fonte anmtpode lectinas com
potenciais aplicacbes nas mais diversas areasalechologia. Vale salientar que muitas
empresas de biotecnologia utilizam lectinas conoalyios comerciais. A empresa Quiagen
(Alemanha), por exemplo, comercializa lectinas pa@amento de glicoproteinas para
estudos de glicoprotebmica; a empresa Sigma Ald(iEA) comercializa dezenas de
lectinas vegetais e uma lectina de alga, ja a esapkethlon Medical (EUA) comercializa um
filtro a base de lectinas para reduzir a cargd digacientes em hemodialise, infectados com
o virus HIV e Hepatite C, e uma pomada vaginal greeine a infeccdo contra o virus HIV.

Esses exemplos demonstram o potencial biotecnal@gissas moléculas.

3.3.5 Lectinas de algas e cancer

O cancer pode ser definido como um conjunto de &i%00 doencas que tem
em comum o crescimento celular descontrolado, Ewvadecidos e O0rgaos e podem se
espalhar por outras regides do corpo. Tanto opsos de mutacao celular, que afetam as
células neoplasicas, quanto a metastase envolvea séme de mudancas genéticas que
culminam em modificagcbes no padrdao de varios recepte moléculas de sinalizacédo

presentes na superficie das células (revisadopRHIRA et al, 2012).

Mudancas em glicanos sao uma das modificacéesrawgentes nessa condicdo
patologica e elas podem ser consideradas tumociéispe estabelencendo uma correlacéo
entre o estagio da doenca e o progndéstico da md3eado a caracteristica peculiar de
lectinas em reconhecer carboidratos, elas tem sitlizadas como ferramentas na
identificacdo desses glicanos celulares. Lectimaalgas se tornam ainda mais promissoras,
por serem (na sua grande maioria) moléculas pequ&staveis devido as varias pontes
dissulfeto, induzirem baixa imunogenicidade e poostrarem alta especificidade por
glicoconjugados complexos, como 0s presentes naerfstip das células. Essas moléculas
podem ser utilizadas na oncologia como sondas agndstico e como modificadores da
resposta biolégica (SINGEt al.,2013).
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Na area de cancerologia, extratos lectinicos deas/algas marinhas exibiram a
capacidade de aglutinar fortemente células tumataiscsamundongo do tipo FM3A, em
concentragcdes minimas, inferiores aquelas exigidis lectinas de plantas, sugerindo que as
lectinas de algas poderiam ser excelentes ferramngatra os estudos e pesquisas do cancer
(TAKAMINE et al, 2002).

Foi observado que a lectina isolada da alga manenamelhaEucheuma serra
(ESA) mostrou ser fortemente supressora do desémanito de células cancerigenas de
coélon em camundongos, onde ela induziu a mortdaretie maneira dose-dependente via
apoptose (FUKUDAet al.,2006). ESA também induziu a morte celular atralg&mducao da
atividade da caspase-3 e fragmentacdo do DNA enlasétle adenocarcinoma de célon
humano (Colo201) (SUGAHARAt al, 2001). A aplicacdo da lectina Be serratambém foi
evidenciada como uma ferramenta para a liberag@&gidnada de drogas, usando vesiculas
lipidicas para o combate de células cancerosasieadoninuiu a viabilidade de células de
cancer de célon (Colo20lin vitro e ndo afetou o crescimento das células normais
(OMOKAWA et al.,2010).

Lectinas das algas marinhBstriquetrum e B. seaforthieconhecem fortemente
variantes de células cancerigenas de coélon humanque foi verificado através da
combinagdo de citometria de fluxo e microscopia faced. A diferenciacdo foi,
provavelmente, em funcdo de glicoreceptores preserd membrana celular, sugerindo que
essas lectinas podem ser uma valiosa ferramensagpdragnodstico precoce desse tipo de
cancer. Adicionalmente, tem sido mostrado que acfig de ambas as lectinas a células de
carcinoma resultam na sua internalizacdo, o quaa&propriedade interessante que pode ser
explorada em aplica¢des futuras, como por exengphosistema direcionado de liberacéo de
drogas @rug delivery (PINTO, 2009).

3.4 Clonagem e expresséao de lectinas de algas

O procedimento de producdo de lectinas recombisajdteé bem estudado e
desenvolvido. Caracteristicas bioquimicas e estistulestas lectinas, do ponto de vista da
viabilidade de atividades bioldgicas, indicam glas esdo moléculas altamente promissoras

para o desenvolvimento de novas drogas.

O primeiro sistema utilizado para a expressdo régwnte de proteinas foi o
modelo procariético ddescherichia coli Esse organismo foi inicialmente escolhido em
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decorréncia do conhecimento aprofundado sobre ongg¢abolismo, além disso, esse modelo
oferece diversas rotas alternativas para a exmrets@roteinas, algumas das quais ja foram
utilizadas na producao recombinante de lectinasalgies (XIONGet al., 2006; GAOet al.,
2010; Llet al, 2011).

Para a expressao de proteinas recombinantes, gsagodnicialmente subclonar
o cDNA de interesse em um plasmideo especificoxdeessdo, o qual estara sob o controle

de um promotor induzivel.

Um dos sistemas de expressao mais populares eariptos € o sistema pET que
engloba uma familia de plasmideos detentores doqioy T7. Esse promotor normalmente
nao é reconhecido pela RNA polimeraséedzoli, sendo necesséria para a expressao do gene,
sob o seu controle, a presenca de uma RNA polimexdequada. Uma vez subclonado, o
plasmideo € transferido para uma cepa apropriad&.cidi, a qual contém uma coépia
cromossOmica do gene para a T7 RNA polimerase sointrole do promotolac. Dessa,
forma, a producdo da T7 RNA polimerase pode semgvida pelo acréscimo do indutor
isopropilf-tiogalactosideo (IPTG), promovendo altos niveis @ressdo da lectina
recombinante (SORENSEN; MORTENSEN, 2005).

A leveduraP. pastoristem sido utilizada também como um importante siatde
expressdo, pois possui tanto as vantagens do aigisyoaridtico, como facil manipulacéo,
crescimento rapido, genética molecular bem cailaatéa, além de ser considerada como
GRAS (Generally Recognition as Safe), como de eucariotos, capacidade de realizar
processamento e modificacdes pos-traducionaiosmlesses organismos. Vale ressaltar que,
dentre os sistemas de expressao heteréloga emotosagé o sistema mais rapido, facil, de
baixo custo e que, geralmente, produz altos néejgroteina recombinante.

Diversos vetores tém sido desenvolvidos para es@oedheterologa enk.
pastoris Os principais plasmideos de expressao na levesfirdbaseados no promotor dos
genesAOX1e AOX2que codificam para as enzimas alcool oxidase Iras@onsaveis pela
oxidacdo do metanol a formaldeido, gerando perogieldidrogénio. AOX1 e AOX2 séo

promotores fortes e induziveis com metanol (Mamuatrogen).

Uma das razbes mais comuns do insucesso nha expresaproteinas
recombinantes é a presenca de codons “raros” pessea mMRNA alvo. Muitas proteinas de

origem eucaridtica possuem sequéncias de mRNA nmgleem cédons que raramente sao
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usados pelo organismo hospedeiro, assim esses squomem comprometer o nivel de

expressao da proteina de interesse, além da piksgibide gerar uma proteina truncada.

Para contornar esse problema, genes sintéticosrpseleconstruidos de forma a
otimizar os cédons do mRNA da proteina de interesse 0s codons de preferéncia do
organismo hospedeiro, aumentando, dessa formahases de sucesso na producédo da
proteina recombinante (FRANCIS; PAGE, 2010).

O passo final na purificacdo da proteina heteréldgainteresse, geralmente
consiste em processos cromatograficos. Uma dastégts para facilitar esse processo,
consiste na expresséo de proteinas de fusdo.d2ata0igene para a lectina é ligado ao gene
de outra proteina que apresente propriedades eegge. Dentre esses parceiros podemos
citar a tioredoxina, caudas de histidina, MBRaltosebinding protein) entre inUmeras outras
(SYRENSEN; MORTENSEN, 2005).

Uma das caracteristicas das lectinas de algas maarié& seu baixo rendimento,
bem como a presenca de isoformas, o que tornasdes utilizacdo de ferramentas de
biologia molecular, tais como clonagem e expreggéinca em sistemas heterélogos, que
proporcionem um maior progresso na producéo deimad de interesse, livre de isoformas,
tornando, entdo, mais viaveis os estudos estratigade aplicacbes biologicas dessas

moléculas.

A biologia molecular possui inUmeras ferramentasa paentificar, extrair,
amplificar e expressar um determinado gene deesger permitindo a producdo em larga
escala de proteinas recombinantes. Essas ferrasnpotem ser utilizadas para producao
heteréloga de lectinas de algas, o que amenizaessidade de coleta dos organismos e,

assim, evita danos e modificacbes no ambiente eladese encontram.

Métodos de obtencédo de proteinas recombinantes fotidizados para produzir
lectinas presentes em diversas algas (Tabelam@3trando que as ferramentas de biologia
molecular j& sdo bastante utilizadas para proddedsas moléculas €m coli. Isso viabiliza

(devido a maior disponibilidade de proteina) estudaprofundados de propriedades

bioquimicas, estruturais e de atividades biologitmakectinas de algas.
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Tabela 1.2: Lectinas de macroalgas e microalgas produzidasowhea recombinante em

sistema procariotico de. coli.

Espécie Lectina | Identificacdo | Especificidade Referéncia
i Mannose e Giomarelliet al,
Griffithia sp. GRFT Alga vermelha| GlcNAC 2006.
Gelidium amansii | Ga_lectin| Alga vermelha| ND g/loalszsl;Ahmad,
Cianobactéria | -2/Icanos com
Scytonema varium SVN "I alto contetdo de | Xionget al.,
alga verde-azul
manose 2006.
g 2011.
. . . | N-glicanos com
NO.StOC CVN Clanobacteria, alto conteddo de | Gaoet al, 2010.
ellipsosporum alga verde-azul|
manose

Esses trabalhos mostraram que as propriedades edéieas recombinantes

produzidas enk. colitem sido idénticas as proteinas selvagens.

InvestigagOes foram feitas sobre a atividade aotibacteriana da lectina isolada
a partir da alga vermelh&@elidium amansii(Ga_Lectin). Os resultados revelaram que a
lectina recombinante ndo mostrou efeito inibitésmbre o crescimento ddicobacterium
tuberculosis mas poderia aumentar a sensibilidade do paté@einoga estreptomicina. Estas
pesquisas sugerem que Ga_Lectin, em combinacaoestreptomicina, pode desempenhar
um importante papel na defesa do hospedeiro cantcepa deM. tuberculosisH37Rv
(MASSI; AHMAD, 2012).

Para a lectina recombinante da alga verm@lhtiitha sp (His-GRFT), a proteina
potencialmente inibiu a citopaticidade induzidaopédlV com uma EG similar ao
mensurado para a lectina selvagem. Dessa formavidade anti-HIV e as caracteristicas de
ligacdo a gpl20 foram essencialmente idénticag entdis-GRFT recombinante e a GRFT
selvagem (GIOMARELLIet al, 2006). Em outro trabalho, a GRFT recombinaniecépaz
de inibir a infectividade viral do HCV se ligands glicoproteinas E1 e E2 do envelope do
virus e bloqueando a sua ligagdo aos hepatécitoartms (TAKEBEet al.,2013).
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3.5 Testes de toxicidade

Artemia sp € um microcustaceo de facil aquisicdo, cultivenanutencdo em
laboratério e ainda é sensivel a varias classesodeaminantes. Esses fatores fazem da
artémia um organismo muito utilizado e bem difundé&n ensaios de toxicidade (VEIGA;
VITAL, 2002; NUNESet al.,2006).

Em testes de toxicidade aguda, geralmente proeufazer uma estimativa da
concentracdo-teste de uma substancia que causetalidaoe de 50% da populacéo de
artemias expostas, durante um periodo determinadentpo. Tal concentracéo corresponde a
CE (Concentracadcfetiva) ou Clsp (Concentracad etal mediana), obtidas a partir de dados
quantais, como numero de organismos vivos e m@BOKRATINI et al, 2004). Diferentes
substancias sao avaliadas por meio desses tef#SNPEL et al.,2009), como extratos de
nim utilizados na medicina, cosmética e agriculiBEVILACQUA et al., 2008), agentes
terapéuticos (NUNE®t al., 2006), lectinas de plantas (SANT@S al., 2009), etc. Esses
trabalhos mostram gurtemia spé um organismo bem difundido na utilizacdo partesede
toxicidade.

Estudos mostram que as lectinas das algas manenamlhasH. musciformise
B. triguetrumpossuem varios efeitos biologicos interessantesc(dos no proximo tépico).
Considerando essa informacéo é interessante igaestinivel de toxicidade dessas lectinas,

bem como da sua contraparte recombinante.

3.6 Algas marinhas vermelha$iypnea musciformis e Bryothamnion triquetrum

A alga marinha vermelhdypnea musciformigWulfen) J. V. Lamouroux
pertence a order@igartinalese a familiaHypneaceaePossui tamanho geral entre 3 e 30 cm
com ramos cilindricos e cartilaginosos, € altameant&ificada, com sua ramificacao variavel

e irregular identificada facilmente pelas extrerdetmenroladas (ganchos) de seus ramos.

A espécie ocorre em costas, estuaribslgitatsmarinhos. E comum encontra-las
em marés calmas e rasas, mais frequentemente @asrdmmncadas, rochas ou epifitando
Sargassume outras algas. No estagio de florescimento, peeteencontrada flutuando
livremente. Esta amplamente distribuida pelos are@&nseu provavel sucesso de dispersao
deve-se a sua rapida taxa de crescimento, suaidagadae epifitar outras algas e sua facil
fragmentacdo, além disso, essa disseminacdo podefsegada através de viagens quando

presas em cascos de bardds.musciformisconstitui uma das fontes de alimento de seres
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herbivoros marinho, dentre estes, tornou-se pamntéfisativa da dieta alimentar da tartaruga
verde, Chelonia mydasconsiderada uma espécie ameacada de extincgmr{tisl em:
<http://www.algaebase.org/search/species/detaitesso em 06/01/2014).

A partir de extratos protéicos dd. musciformisfoi isolada uma lectina
denominada HML. A purificacdo se deu a partir deéoak@s cromatograficos em coluna de
DEAE celulose e sua estrutura priméria foi deteadén pela combinacdo das técnicas de
espectrometria de massas sequencial e degradaé&zada (NAGANCQet al, 2002; 2005b).

A HML reconhece especificamente a estrutura Tn /TBeiGalNAc), um
antigeno expresso seletivamente em diferentes dipdsmores. As lectinas especificas para o
antigeno Tn podem ser excelentes ferramentas baltggpcas para a deteccdo precoce de

células cancerosas.

A analise da HML por espectrometria de massas mosjue esta proteina €
composta de uma cadeia polipeptidica simples cdote90 residuos de aminoacidos,
possuindo sete pontes dissulfeto intracadeia. ihatento da sequéncia de aminoacidos da
HML revelou a existéncia de duplicacdo interna dmitios, com os residuos 1-47 e 48-90
correspondendo aos dominios N- e C-terminal, reéisppecente (NAGANCOet al, 2005a). A
estrutura terciaria da HML ainda néo foi resolvigigesar da disponibilidade de dados obtidos
a partir do cristal difratado por raios X (NAGAN& al, 2005b), a producdo da proteina
recombinante seria entdo uma alternativa para owart@sse problema, pela possibilidade de

incorporacao de metais pesados a sua sequénaicprot

A alga marinha vermelh&ryothamnion triquetrum(S. G. Gmelin) M. Howe
pertence a ordem Ceramiales, familia Rhodomeldeeama alga de cor verde vermelho-
vinacea, com ramos principais irregularmente raaifos, rAmulos espinescentes curtos e

dispostos em trés fileiras longitudinais, dandéga am aspecto triangular.

B. triquetrumhabita o litoral de calcario irregular na diregim mar, em areas
protegidas e outras superficies duras com até cimeteos de profundidade. Apresenta uma
ampla distribuicdo geogréfica pelo mundo, comdtesido Atlantico (Cabo Verde), América
do Norte (Florida, México), América Central (CosRica, Panama), llhas do Caribe
(Bahamas, Barbados, Cuba, Antilhas Hispaniola, itmnaAntilhas, Porto Rico, llhas
Virgens) América do Sul (Brasil, Venezuela) e Adri¢Angola, S0 Tomé e Principe)

(disponivel em: <http://www.algaebase.org/sear@dvigs/detaitf acesso em 06/01/2014).
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Trabalhos realizados coB triqguetrumdemonstraram que a alga apresenta acao
antioxidante, tendo sido eficiente no sequestroraftical DPPH, além de inibicdo da
peroxidacdo lipidica, com uma atividade comparalacido ascérbico e aontocoferol
(disponivel em: <http://www.algaebase.org/seardvigs/detaitf acesso em 06/01/2014).

A partir de extratos protéicos &e triquetrumfoi isolada uma lectina denominada
BTL. A purificacdo se deu a partir de métodos crimgr@ficos em coluna de DEAE celulose
e foi a primeira lectina de alga a ter sua estaupuimaria determinada através das técnicas de
degradacéo de Edman e espectrometria de massa¥EIAlet al, 2000).

A BTL nao reconhece monossacarideos e sua ativitadaglutinante foi inibida
apenas pelas glicoproteinas fetuina, mucina ersevi@INOUZ, 1995). A analise da BTL por
espectrometria de massas mostrou que esta préteimmposta de uma cadeia polipeptidica
simples contendo 91 residuos de aminoacidos, palksiuquatro residuos de cisteina que
formam duas pontes dissulfeto intracadeia {@ys e Cy§*-Cys%). Uma dessas cisteinas
pode interagir com a cisteina presente na outrai@gmblipeptidica e eventualmente formar
um dimero. A BTL apresentou ainda a presenca derisas e de multimeros da proteina
(CALVETE et al, 2000).

Experimentalmente, duas isoformas da BTL foram aiatias a partir da BTL
obtida por cromatografia em coluna de DEAE celul&SE- foi recromatografada em coluna
de troca ibnica HPLCRrotein PackSP 5PW), seguida por fase reversa. Dois picos foram
obtidos e denominados BTL-1 e BTL-2, onde BTL-2 &isoforma mais abundante. O
sequenciamento N-terminal de ambas (BTL-1 e BTLfd) deduzido e mostrou alta
homologia com a BTL e as hypininas He japonica Ensaios de dicroismo circular com
BTL-2 revelaram a presenca majoritaria de estrat@eatorias e um baixo conteudo de
hélicesa e folhas (OLIVEIRA et al,, 2008).

BTL-2 mostrou ser capaz de inibir 98% do crescimet¢ bactérias Gram-
positivas Clavibacter michiganensis subs. michiganensisas somente 9,8% do crescimento
de bactérias Gram-negativasafithomonas axonopodi passiflorag¢. BTL-2, injetada na
pata de ratos, ndo induziu uma inflamacéo evidersteu efeito edematogénico foi similar ao
do controle negativo. BTL-2 também foi capaz deniamr um complexo estavel com PLA2 de
Crotalus durissus cascavellgue teve sua atividade farmacoldgica afetada pedtink
(OLIVEIRA et al, 2008)
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Um estudo mostrou que a BTL é capaz de causar eito e¢laxante em isolados
de anéis de aorta de rato via interacdo espedécsitio de ligacdo a acgucar ao endotélio,
resultando na liberacdo de Oxido nitrico (LIM¥A al., 2004). BTL também apresentou uma
potencial utilidade na area odontolégica com cajzatg de inibir a formacdo de placa
bacteriana porStreptococcus mutanso principal responsavel pelo estabelecimento e
desenvolvimento da cérie dentéria (TEIXEIRAal.,2007). Em outros experimentos, BTL
foi capaz de induzir a migracdo de neutrdfilosvitro e in vivo na cavidade peritoneal, ou
bolsa de ar dorsal de ratos e camundongos (NE&E®, 2001). Na area da cancerologia
BTL foi capaz de diferenciar variantes celularescdicinoma de colon humano, os autores
sugerem que essa diferenciacado se deu com regpsiteus glicoreceptores de membrana. A
BTL é internalizada e é sugerido seu uso como uneador na terapia do cancer (PIN€O
al., 2009).

Lectinas também foram isoladas da espéciB.deiquetrumcoletada na costa da
Venezuela. A alga mostrou a presenca de isoformdsctinas, denominadas BTHVs (-1, -2,
-3 e -4) que apresentaram microheterogeneidadesasorsoformas das BTLs isoladas da
Costa do Brasil, mostrando que a diferenca na iagglo geogréafica da espécie pode

influenciar na composicao das hemaglutininas (MEBRAMIREZ et al.,2007).

Estudos da potencialidade biotecnoldogica da HMla@diL ainda estdo por ser
explorados. O principal fator limitante para est@struturais e de aplicagdo biolégica € a
baixa quantidade em massa das proteinas, prodpardaétodos classicos de bioquimica, a
presenca de isoformas, a relativa pequena quaastitiadlga encontrada na natureza e a falta
de um modelo estrutural para resolugdo da estratigienensional dessas moléculas. Uma
estratégia para contornar parte desses probleraapréducdo da lectina recombinante em
sistema heterdlogo, que providencie a producdoaega lescala das proteinas de interesse,
livre de isoformas, amenize o extrativisto das slgapossibilite a producdo da proteina
recombinante marcada com selenometionina e, dessa,fviabilize tanto estudos estruturais

guanto funcionais com a HML e a BTL.
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CAPITULO lI: OBJETIVOS DO TRABALHO DE TESE

1. OBJETIVO
1.1 Objetivo geral

Obter de forma recombinante as lectinas das algamina vermelhaHypnea
musciformis (rHML) e Bryothamnion triquetrum(rBTL) em sistema heterdlogo de
Escherichia coli, bem como determinar sua especificidade fina pagos$acarideos
complexos, além de avaliar seu potencial toxicdredkrtemias spe contra adenocarcinoma
de pulméo (A549)

1.2 Objetivos especificos

Objetivo 1: Obter diferentes clones positivos @& coli transformados com o0s genes
sintéticos que codificam para a rHML e para a rBTL.

Objetivo 2: Expressar e purificar as proteinas recombinantbd_rei rBTL.
Objetivo 3: Determinar a atividade hemaglutinante de rHML eRIEL.

Objetivo 4: Determinar, por ensaios de desnaturacdo térmicangsdes de preferéncia das
proteinas rHML e rBTL, onde uma maior estabilidédsbtida para essas lectinas.

Objetivo 5: Avaliar a especificidade das lectinas selvagens (HML e BIk¢combinantes

(rHML e rBTL) para diferentes oligossacarideos espegimentos dglycan array.
Objetivo 6: Analisar a interacdo da BTL com um octassacarideasilado por STD-RMN.
Objetivo 7: Avaliar a citotoxicidade da HML, rHML, BTL e rBTLontraArtemia sp

Objetivo 8: Avaliar a citotoxicidade da HML, rHML, BTL e rBTLontra a linhagem celular
A549 utilizando o teste de MTT.

Objetivo 9: Obter cristais de rHML e de rBTL passiveis de g#i@a

A dificuldade de separacdo das diferentes isoforlas lectinas das algas
vermelhasHypnea musciformise Bryothamnion triquetrumpor técnicas cromatograficas
convencionais tem levado a definicdo de propriesi&ggcionais e atividades biologicas para

uma mistura de proteinas, impedindo um estudotdetaldas propriedades de muitas dessas
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moléculas. A expressdo de lectinas de algas esmnssheterologo dE. coli demonstra ser
um meio de selecdo satisfatério para o estudodsotee cada isoforma. Essa estratégia
oferece uma alternativa de se produzir a proteantbresse com sequéncia definida de

aminoacidos e permite que se trace uma relacaci@speentre sequéncia e funcéao.

O estudo das lectinas recombinantes rHML e rBTL ua saracterizacéo
bioguimica fornece informagBes sobre as interagfegeina-acicar necessarias para
compreender os mecanismos de acdo, o reconhecimengspecificidade a oligossacarideos
complexos em termos moleculares. A longo prazoase$tctinas produzidas na forma
recombinante poderdo ser testadas na sua capacida@eonhecer glicanos envolvidos em
eventos bioldgicos interessantes, desde a inveétigde sua fungcéo no organismo de origem,

como em aplica¢des biotecnoldgicas.
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CAPITULO IIl: MATERIAIS E METODOS

1. MATERIAL BIOLOGICO

1.1 Algas marinhas vermelhaslypnea musciformis e Bryothamnion triquetrum

As algas marinhas vermelhBls musciformise B. triquetrum(Figura 111.1) foram
coletadas do meso-litoral, durante as marés dgiaizia praia do Pacheco no Estado do
Ceard, Brasil. As algas foram transportadas emssplésticos para o laboratorio, lavadas
com agua destilada, separadas de epifitas e maati® °C até utilizacao.

Figura Ill.1. Representacdo das algas marinhas verméihasusciformise B. triquetrum
respectivamente

—
—
—

1.2Extracdo e purificacdo das lectinas selvagens dd. musciformis (HML) e B.
triquetrum (BTL)

A extragdo e purificacdo das lectinasHlemusciformis(HML) e B. triquetrum
(BTL) seguiram o procedimento descrito por Nagahal., 2002 e Ainouzet al, 1995,
respectivamente. As algas foram trituradas na pgasde nitrogénio liquido em um moinho,
até a obtencdo de um po fino. O material foi suspe&m uma solucédo tampéo de 20 mM de
fosfato de sédio pH 7,0 contendo 150 mM de NaCISPBa proporcdo de 1.5 pl/v e
submetido a agitacdo constante por 18 horas a A %lispenséo foi filtrada em tecido de
nylon e o filtrado foi centrifugado a 15.00@or 30 minutos a 4 °C. O precipitado foi entdo
descartado e o sobrenadante foi denominado exivgdab Para a purificacdo da BTL, o
extrato total foi acidificado a pH 1,0 com HCI entido a 4 °C por 5 horas. O material

precipitado foi separado das proteinas sollveis iantd centrifugacdo e o pH do
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sobrenadante foi ajustado para 7,0 com 1 M de N&DHseguida, ambos os extratos foram,
separadamente, submetidos a precipitacdo profddéa (le saturacdo com sulfato de amonio
para HML e 60% de saturacdo para BTL). O mater@uf em repouso por 18 horas a
temperatura ambiente, em seguida, foi submetidmtifugacéo (7.000 g por 30 minutos a

4 °C). O precipitado foi ressuspenso em PBS seguidalidlise contra 20 mM de tampéo

fosfato de sodio pH 7,0 e submetido a cromatogddi&roca aniénica em coluna de DEAE-

celulose (1,5 X 15,0 cm).

A coluna foi previamente equilibrada com tampaaddise (mesmo tampéao de
equilibrio) a um fluxo de 30 mL/h e eluida a umdieate de 0-2 M de NaCl no mesmo
tampdao. Fracdes de aproximadamente 1,5 mL forastactZls manualmente, sendo o fluxo
obtido por gravidade. As fragbes obtidas foram mooadas se medido a absorbancia a 280

nm.

A atividade hemaglutinante foi determinada utilidareritrocitos tripsinizados de

coelho. As fragBes ativas foram dialisadas corgtemdestilada e em seguida liofilizadas.

2. CLONAGEM E EXPRESSAO HETEROLOGA DAS LECTINAS HML E BTL EM
SISTEMA PROCARIOTICO DE Escherichia coli

2.1 Obtencéo do gene sintético da HML e da BTL

O gene sintético, que codifica a lectina isoladaatiga marinha vermelhal.
musciformis (HML) e B. triquetrum (BTL), foi comercialmente adquirido pela empresa
EpochBiolabsA sequéncia génica sintetizada partiu da informalgésequéncia primaria das
lectinas selvagens, tendo otimizado a preferéneiaddions para a bacté&acherichia coli.

A otimizagdo de codons basicamente envolve altesadgé codons raros no gene alvo que o
deixem mais préximo aos cédons de uso do hospeds#rm modificar a sequencia de
aminoacidos da proteina. Essa estratégia foi aditizoara aumentar producdo da proteina
recombinante de interesse no sistema em apreciagadtribuindo, dessa forma, com as

chances de sucesso na produc¢do da proteina re@mfigura 111.2).
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Figura 111.2: Representacdo esquematica da estrutura prim&iecas selvagens HML e
BTL, respectivamente, e da sequencia génica otdaizaom a preferéncia de codons para
expressao erh. coli.

H. musciformis

aaaattttgcaccct ggatattgcgccggt gt gct gccagat t gt gat t ggcggeggceat g
K FCTULIDI A PVCCOQI VI GGGWM
t at accgcgggcaacgcgt gcat gt gcgaaggct t t gt gagcggegt gggccgcet gcgaa
Y T AGNACMCETGFVS GV GRTCE
aacccgaaagaat gcccgt gcacccgcgaagcgcagat t ccgagct gct gcagcagecgce
NP K ECPZCTWREAQI P S CZCS SR
t ggggcct ggt gagegt gaccggcaaat gcgegt gecgat t gcct gggcggecaccgt ggcg
WGL V SV TGIKI CACDT CLGGT V A
tttccggaaccgt gcccgageccgt att aac

F P EPCUP S P Y -

B. triquetrum

ggct gat ccgat tt gcggt agcageggt t at agct gcaccaccccggegat t ct gaccecg
A DPI CGSSGYSCTTWPAI L TP
aaaagcccgggcagct t t ccgagcggcet at agcaaagt gat cgt gaccggt gt gggt ggt
K S P GSFPSGY SK VI VTGV GG
agct at agcgt gt at at t cat cgcccggat ggct t t aaagt gt at aaagcgagcgaaggc
S Y SVYIl HRWPWDGFIKVYKASE G
ggct gcgcgagcet t t ggcagcet at agcggt ggcggcaacagcgaagt gggcaaat at gge
G CASFGSY SGGGNSEVGKYGG
agcggcggcaccgtggtggcggtggcgtgtaaataac

S G G T V A C K -

Acesso a sequéncia da HML (UniProt: LEC1_HYPMCyreBd L (CALVETE et al., 2000),
isoforma mais abundante.

Os genes sintéticos foram adquiridos subclonadosty de expressdo pET32a

dentro dos sitios de clivagem para as enzimasstiecé®oNcal/Xhal.

O plasmideo pET32a foi desenhado para facilitarxpressdo de proteinas
heterélogas em sistema procariético, utilizando @draspedeiro a bactériacoli. O vetor
possui um forte promotor transcricional denomin@@dpque confere altos niveis de expressao
protéica enk.coli. Esse sistema de expressdo possui ainda um gereniere resisténcia a
ampicilina, e origina uma proteina de fusdo formpdi proteina alvo, acrescida de uma
etiqueta de histidina (histag — 6 X histidina) epdeteina tioredoxina que, além de ajudar na
solubilidade da proteina heteréloga, contribui canformacdo de pontes dissulfeto no
citoplasma bacteriano (FRANCIS; PAGE, 2010).
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Os vetores adquiridos (pET32a-HML e pET32a-BTL)afor utilizados para
transformacdo bacteriana nas cepas de expressab(Bt2) e Origami (DE3) e para
transformacao bacteriana nas cepas de clonagena BHE.1 Blue As cepas de clonagem
foram utilizadas para propagacdo dos plasmideas favsequentes clonagens em outros
vetores (descrito na secdo 2.2). Segue uma taimefdifcada dos principais plasmideos e

bactérias utilizados nesse estudo (Tabela 111.1).

Tabela lll.1: Principais plasmideos bacterianos e cepds. deli utilizados.

Cepa ou plasmideo Particularidade Referéncia

Cepas dekE. Cali

Célula resistente a tetraciclina e tratada quimeram
para ser competente a transformac&o. E endonudlease

XL1 blue (endA deficiente, o que favorece a qualidade do DNStratagene
advindo de minipreps, sendo ainda deficiente nee gen

recA o que promove a estabilidade do inserto.

Célula tratada quimicamente para ser competenti.f
DH5a transformacdo. Demonstra uma alta eficiéncia 28 noloaies
transformac&o >1 x faifc/pg de DNA plasmideal. g

D~

Célula de referéncia utilizada para expressdo| de
proteinas recombinantes din coli, tem a vantagem de
ser deficiente nas proteades e ompT.A designacag
BL 21 (DE3) (DE3) faz referéncia a uma cépia cromossomall da Novagen
RNA Polimerasesob controle do promotolacUV5
induzivel com IPTG (isopropf-D-
tiogalactopirannoside).

Combina as caracteristicas das cepas Rosetta an@rig
facilitando a producdo de proteinas com pontes
dissulfeto, e a0 mesmo tempo com cddons rar, (SJ'vagen
Expressam sete tRNA raros AUA, AGG, AGA, CUA,

CCC, GGA e CGG. Resistente a tetraciclina,
estreptomicina e clorafenicol.

Rosetta-gami 2 (DE3)

Esta cepa contém mutacdes nos genes que codificam
para a tioredoxina redutasdrxB) e a glutation
redutase dor) que geram duas proteinas responsgveis
por manter um ambiente altamente redutor
citoplasma bacteriano, dessa forma, essa cepa &g
formacgéo de pontes dissulfeto presentes nas pastain
serem expressas. Possuem ainda resisténcja a
kanamicina e a tetraciclina.

Origami (DES3) Rl%gaven
da
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Tabela I11.1: Continuacao

Cepa ou plasmideo

Particularidade

Referéncia

Origami B (DE3)

Cepa resistente a kanamicina e a tetraciclinagajpad

formagéo de pontes dissulfeto devido a mutagbes nos

genesrxB e gor.Uma mutagcdo no gene da perme
lac favorece uma entrada uniforme do IPTG

e
aﬁogaven
na

célula, o que permite uma regulacéo fina na exfogss

protéica em fungdo da concentragdo do indutor.

Plasmideos

PET32a

Vetor contendo o promotor T7 induzivel com IPTG,

conttm um gene de resisténcia a ampicil
Seguindo uma estratégia de clonagem, a pro

ina.
leina

recombinante pode ser expressa com uma caud&aeagen
histidina, uma etigueta S e a proteina de fusao
tioredoxina na regido N-terminal, clivaveis com

enteroquinase.

PET32a-TEV

Derivado do vetor pET32a por uma mutagao no
da enteroquinase por um sitio da TEN6ljacco Ech
Virus).

siBticobiologia
Molecular,
UJF

pMalp2-TEVNX

Derivado do vetor pMalp2, substituicdo do sitio
fator X pelo sitio da TEV e acréscimo dos sitios
restricdo para as enzimisol e Xhol Altos niveis de
expressdo sdo atingidos devido ao forte prom
“tac” e aos sinais de iniciacdo da traducéao do ¢
malE que codifica para uma proteina de fusdo M
(Maltosebinding protein). A proteina de interesse
expressa no periplasma o que ajuda na formaca
pontes dissulfeto.

do
de

O(tsqlrcobiologia

Jene
%i;plecular,
JF

e
0 das

Os detalhes do mapa de restricdo dos diferentesregetutilizados e suas

respectivas representacdes estao apresentadaguna Hi.3.
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Figura lll. 3: Representacdo esquemaética dos plasmideos bacteaseus respectivos
mapas de restricdo utilizados na expresséo da reib rBTL.

A

High

+Tag n‘mmﬁGBQ:drﬁ-S
'Balll Kon

PET-3Za(+) Eagl Awal
Neo|  EcoRlV BamH | EcoRl| Sacl  Sall  Hind Il Notl Xhol

PR

B —
T7 terminator primer #68337-3
pET-32a-c(+) cloning/expression region

B pET32-Tev restriction map
Derived from pET32 by mutation of the enterokinase site in Tev site,

¥bal
CCFCTAGREETAATTTTS

MCS TEV His Tag TrX lag

[ -
Iy

“ARTATGARGE .
HatSer

1d%aa. . . Loeudl

pET32-TEV
Amp R 5906 bp
Lacl
Ol‘i TGO THRGCAATAAD TG
C pMalp2TevNcol-Xhol : pMALp2ZTEVNX
Remplacement du site factor X par site TEV et Ajout des sites Ncol et Xhol
Lacls 2720 2730 2740
SacI F 3 :
ATGAAGCCCTGARAGACGCGCAGACTARTTCGAGCTCGALCARCAACARCAATARCARTAACARCAAC
;;1[; " malE ... A Q T N § 5 5 N N N N M N N N N N
pl e
' pMalp2-TEVNX
6739 bp Neol EcoRI BamHI Xbal Sall PstI
i 4 CTCEGG! \ CTGCCATGECAGAATTCGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAG
F . & M & :FE FE B8 &§ R ¥ B L O

it L 6 E N L

HindIII XholI
A 5 L L E AL A V¥V V¥ E
GCAAGCTTGCTCGAGGCACTGGCCGTCGTTTTAC

A (PET32a), B (pET32a-TEV), C (pMalp2-TEVNX).
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2.2 Preparacéo de células competentes e transforndag

Uma bactéria competente é uma célula que estéaagtzeber DNA exdégeno. A
competéncia pode ocorrer naturalmente ou podersdupida através de diferentes técnicas,
que envolvem tratamento com soluc¢des, como cladetacélcio, e mudancas bruscas de
temperatura. Os ions de metal e as mudancas brubeasemperatura alteram a
permeabilidade da parede celular, fazendo com sfas eélulas permitam a entrada de DNA

exdgeno através da membrana plasmética.

As células deE. coli ndo sdo naturalmente competentes. A penetrac@aNdo
pode ser possivel, por exemplo, gracas a sensitddida membrana plasmatica celular pelos
fons C&" e Mdf*. Estes cations divalentes reduzem a repulsdmsiética entre as moléculas
de DNA e a superficie celular da bactéria, deixamdmmpetente a introducdo de DNA.
Durante o choque de calor, abrem-se poros na memkita hospedeiro, permitindo a
passagem de DNA. Quando as células sao rapidamesiigadas, fecham-se os poros,

prendendo o DNA introduzido nas células.

A preparacdo de células competentes para estdhivatua realizada de acordo
com o método modificado de Hanahan, conforme desgdar Sambrook (2002), ou método

de cloreto de calcio, conforme descrito abaixo:

1. Um pré-indculo de células de coli foi preparado em 5 mL de meio liquido
LB (LuriaBertani) Broth e incubado a 37 °C durante 16 h@@is agitacdo constante.

2. A cultura foi diluida (1/100) em 500 mL de LBuido e incubada novamente a
37 °C até atingir D.g@onm= 0,4-0,6. Ap0s isso, foi incubada em banho de get 5 minutos.

3. As células foram centrifugadas a 1.600Qy>a 4 °C por 10 minutos e o
concentrado celular suspendido cuidadosamente enL.5® 100 mM MgGl gelado.

4. A ressuspensdo foi incubada em banho de gelo3pet5 min e entdo

centrifugada a 1.600¢a 4 °C por 10 minutos, descartando o sobrenadante.

5. O concentrado celular foi cuidadosamente suspems10 mL de tampéo 100
mM CaCl gelado e incubado em banho de gelo por 90-120 min.

6. Foram adicionados 2 mL de glicerol (15-20% firatlistribuiu-se rapidamente
a suspensao de células em tubos de microcentéfugaliquotas de 100 pL. Os tubos foram

rapidamente congelados em nitrogénio liquido ecasims em freezer -80 °C.

81



A transformacéo é a introducdo de moléculas de [@RWAuma célula hospedeira
(bactérias ou células eucaribticas, incluindo eélutegetais e animais). Este procedimento
permite a entrada do vetor plasmideal para o ort@® células d&. coli, que por sua vez,

tem o intuito de propagar o material genético deresse.

A reacgao de transformacéo consistiu na mistura e @e vetor (pET32a-HML
ou pET32a-BTL) com 10QL de células competentes &ecoli (DH50 ou XL1 Blug), em
seguida as células ficaram em repouso em banheldggr 20 min, seguidas por um choque
térmico em banho-maria a 42 °C por 45 segundos, tepois foram deixadas em repouso
por mais 2 minutos no gelo. Finalmente as célwaanfi incubadas a 37 °C por 1 hora em
meio LB-Broth (SAMBROOK, 2002).

Para validacdo da transformacdo, uma aliquota dgessdo de células
transformadas foi transferida para placas de Bemtendo LB agar, (LB acrescentado de agar
1,6%, pH 7,5) e 100 pg/mL de ampicilina. Em seguabs placas foram incubadas a 37 °C
por 16 horas. Os clones crescidos foram entaoiselns para extracdo plasmideal.

2.3 Purificacao e digestdo enziméatica dos plasmidesecombinantes

Purificacbes de DNA plasmideal em pequena escaks monhecido como
minipreps, sdo comumente utilizados em procedinsed® biologia molecular. Para esta
etapa foi utilizado o kitWizard® Plus SV Minipreps DNA purification Systé@uick

protocol, Promega). O procedimento foi executadaatedo com o manual do fabricante.

Cada colbnia positiva, crescida em meio LB agarteswio ampicilina, foi
inoculada em 10 mL de meio liquido LB Broth a 37 946 h, 180 rpm. As células foram
entdo precipitadas por centrifugacéo a 1.0@0per 5 min em tubos de microcentrifugacéo e
0 sobrenadante foi descartado. O concentrado cdlak foi ressuspenso em 250 pL de
solugéo de ressuspensao celular, homogeneizadtieefei adicionado 250 pL de solucdo de
lise. Ao homogeneizado, acrescentou-se 10 pL dedolalcalina deixando em incubagéo a
temperatura ambiente. Ao fim de 5 minutos, 350 |gLsdlucdo de neutralizacdo foram
adicionados, homogeneizados e submetidos a umaasmtafugacdo a 13.000 ¢ por 10
minutos. O lisado clarificado, correspondente aloreszadante, foi entdo aplicado em uma
coluna de silica, centrifugando-a em um tubo colet®3.000 g por 1 min. Apés isso, 750
puL e depois 250 puL de solucdo de lavagem forantagds na coluna, intercalados por

centrifugacdo a 13.000 g por 1 min. Em um tubo de microcentrifugacao limpoDNA
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plasmideal purificado foi entdo eluido da colunanca adicdo de 50 uL de agua livre de
nucleases, e analisado qualitativa e quantitatiméenatravés da relacdo das absorbancias a
260 nm e 280 nm e através de gel de agarose 1%gasocom brometo de etideo a 5 mg/mL

e visualizados sob iluminacao ultravioleta.

Depois de purificados, uma amostra dos plasmidefssusdigestdo enzimatica
pelas enzimaXhd e Ncd (10 u de cada enzima/pg DNA plasmideal) a 37 6€380 min.
Em seguida, os produtos da digestéo foram sepaesda®e! de agarose 0,8%. Os fragmentos
correspondentes aos genes de interesse da HMLB& lddoram purificados com base nos
seus respectivos pesos moleculares. O procedini@intealizado por meio do kitustra™
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification K{GE Healthcare), seguindo todas as
recomendacgdes do fabricante.

Brevemente, 300 pL do tampao de captura foramadidio a 300 mg de gel de
agarose contendo o inserto de interesse, produtiigdatdo anterior. Em seguida, a agarose
foi completamente dissolvida a 60 °C em banho-marianaterial foi entdo filtrado nas
microcolunas fornecidas pelo Kit e deixado em repopor 60 segundos a temperatura
ambiente, o material foi entdo centrifugado a 16.2@ por 30 segundos. O material ndo
retido na coluna foi descartado e as colunas fomamsferidas para um novo tubo de
microcentrifuga, em seguida foram adicionados 50@q@ tampao de lavagem e o material
foi centrifugado 16.000 xg. A microcoluna foi transferida para um novo tube d
microcentrifuga, os insertos de interesse forar@iceeluidos com 20 pL do tampéo de eluicédo

e utilizados para clonagem nos diferentes vetdikzaalos.

Em seguida, os vetores pET32a-TEV e o pMalp2-TEVN&nbém foram
submetidos a uma digestdo enzimatica com as enzimasstringddcd e Xhd com a

finalidade de deixar as mesmas extremidades ca@ggara ambos, inserto e vetor.

2.4 Clonagens dos genes da HML e da BTL e transfoagao bacteriana

O processo de clonagem dos genes de interesseal@ado com o auxilio do
DNA ligation KIT (TAKARA). Para isso, foi utilizado um tampéo degdcédo contendo a
enzima Takara ligase(ligation mix) e uma propor¢cdo 25:25~250 fmol vAtserto. O
procedimento foi executado a 25 °C por 5 minutosaderdo com as recomendacdes do
fabricante. Em seguida, os vetores recombinantesnfaitilizados para transformar células
competentes de clonagem (DiHBu XL1 Blue), seguidas por miniprep e sequenciamento
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para confirmacédo dos clones recombinantes. Os glpasitivos foram entéo utilizados para

transformacdo em diferentes cepas bacterianasptess&o (BL 21 (DE3), Origami (DE3),

Origami B (DE3) e Rosetta-gami 2 (DE3)). As cardsteeas das cepas utilizadas estédo

resumidas na Tabela lll.1. A Tabela IIl.2 resumea@sstrucdes utilizadas nesse estudo.

Tabela 11.2: Representacdo das principais construces plasisidebactérias utilizadas

nesse estudo.

Construcao Bactéria de expressagDE3) | Antibiotico de selecdo
pET32a-HML BL21 Amp.

pET32a-BTL BL21 Amp.

pET32a-HML Origami Amp, Kan e Tet.
pET32a-BTL Origami Amp, Kan e Tet.
pET32aTEV-HML BL21 Amp.
pET32aTEV-BTL BL21 Amp.
pET32aTEV-HML Rosetta-gami 2 Amp, Tet, Cam.
pPpET32aTEV-BTL Rosetta-gami 2 Amp, Tet, Cam.

pET32aTEV-HML Origami Amp, Kan e Tet.
pET32aTEV-BTL Origami Amp, Kan e Tet.
pET32a-HML Origami B Amp, Tet, Kan.
pET32a-HML Origami B Amp, Tet, Kan.
pMalp2-TEVNK-HML Rosetta-gami 2 Amp, Tet, Cam.
pMalp2-TEVNK-BTL Rosetta-gami 2 Amp, Tet, Cam.

Os antibidticos foram utilizados na concentracaalfde 100 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL e
30 pg/mL, respectivamente para Amp (ampicilina)t, (fetraciclina), Cam (clorafenicol) e

Kan (kanamicina).
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Para a transformacéo, 1L do produto clonado nos vetores citados foram
adicionados a 10QL de células competentes &e coli (indicadas acima). Em seguida, as
células sofreram um choque térmico (descrito nacto2.2 dessa secdo). Finalmente a
transformacdo foi validada em placas de Petri cmlateLB agar com o0s respectivos
antibioticos. As colbnias positivas foram entdorsatidas a sequenciamento, para entao

prosseguir-se com os experimentos de inducdo désipas recombinantes.

2.5Ensaios para o estabelecimento da condicdo 6tima depressao da rHML e da rBTL

Apés confirmacdo de clones positivos @e coli, transformados com os
plasmideos contendo a sequéncia correta para a¢#MRBTL, foi realizado um experimento
piloto de expressdo mediante SDS-PAGE (LAEMLLI, @@7com uma comparagao dos

lisados celulares, para a escolha da melhor camdigdnducéao.

As bactérias transformadas foram pré-cultivadas.@mL de meio liquido LB —
Broth na presenca do antibiético adequado a 388K agitacdo constante (180 rpm), por um
periodo de 16 horas. Em seguida, o material faln@nte inoculado em 100 mL de meio LB,
também na presenca de antibiotico, até ser atingitD.Qoonmentre 0,6-0,8, quando entao
foi adicionado ao meio o indutor de expressdo wmupf-tiogalactosideo (IPTG) nas
concentracdes de 0,2 mM, 0,5 mM, 1,0 mM e 1,5 nd¥, diferentes tempos (1 h, 2 h, 4 h, 6
h e 16 horas) e sob diferentes temperaturas (1&0CC, 25 °C e 30 °C). Apds esse
procedimento, uma aliquota de 1 mL foi retiradasapada condicdo de inducdo para se
verificar a eficiencia de expressao das proteinmaves de eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12%. A maxima expressaoHidL e da rBTL foi utilizada para

os procedimentos de expressao em volumes maiores.

Paralelamente, foram feitos ensaios de auto-indegdcsubstituicdo a inducéo
com IPTG. Para isso, Rosetta-gami 2 (DE3) conten@&T32a-TEV-HML e BL21 (DE3)
contendo o pET32a-TEV-BTL foram pré-inoculadas asaegamente, em 2 mL de meio ZYP-
0.8G, adicionado do antibiético adequado. Em seguad células foram incubadas a 37 °C
sob agitacdo por um periodo de 6 a 8 horas. Agos 200 pL da cultura foram crescidos em
400 mL de meio ZYP-5052 também na presenca deiatitidn A cultura foi incubada por
mais 6 horas a 16 °C sob agitacdo. Logo em segosdfiascos de cultura foram colocados
em banho de gelo antes de concentrar as célulaseptriifugacdo (4.000 g por 10min)
(STUDIER, 2005).
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Para a HML, que contém dois residuos de metiomasi¢des 20 e 28), Rosetta-
gami 2 (DE3) contendo o pET32a-TEV-HML foi cultiea@m meio minimo incorporado
com selenometionina. As bactérias foram crescidasneio LB até atingir uma Ddg=0.6,
em seguida, foram centrifugadas a 4.00§. © concentrado de bactérias obtido foi lavado
duas vezes com meio minimo M9 (1 g de,SKH 3 g de KHPQO,, 6g de NaHPQ,, 4 g de
glicose e 1 mL de 1 M de Mg3/), em seguida, foi feito um pré-inéculo dessdslaé em
20 mL de meio M9 e incubado por 16 horas a 37 Ubs8quentemente, essas células foram
inoculadas em 1 L de meio M9 e crescidas até unm@0.6-0.8. Ao meio foram
adicionados entdo, os aminoacidos (100 mg/mL dwaligenilalanina e treonina; 50 mg/mL
de isoleucina, leucina, valina e L-selenometionida) bactérias foram entéo incubadas por
15 minutos e induzidas com 0, 2 mM de IPTG a 198€16 horas (DOUBLIE, 1997).

2.6 Extracao de proteinas totais d&. coli recombinante

Posteriormente, as células foram sedimentadas gumrifagacdo a 4.000 g
durante 10 minutos a 4 °C. Cada 1,0 g de pellétgacdoi ressuspenso em 5,0 mL tampéo
PBS (20 mM de fosfato de sédio contendo 150 mMldet de sbdio, pH 7,4) e lisadas por
sonicacao ou por disrupcdo mecanica. Para a saoicBayam utilizados pulsos de 50 W por
20 segundos, durante 15 ciclos (40 segundos devaiteentre cada ciclo) em um sonicador
BandelinSonopuldHD2070. Para a disrupcao mecanica, foi utilizadsg$ao de 1700 bars em
um aparelh@ne Shot Cell DisruptgiConstant System).

A separacéao das fracdes sollavel e insoluvel fdizeda mediante centrifugacéo a
12.000 xg por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante (fracdovebl@ o sedimento (fracéo
insolavel) foram coletados para analise por SDS-PAR%. Apds as avaliagbes iniciais,
foram eleitas as condi¢cdes Otimas de expressadMa e da rBTL, a partir dai, foram feitas

inducdes em volumes maiores para purificacdo ega lescala das proteinas.

2.7 Purificacdo da rHML e da rBTL por cromatografia de afinidade em coluna de
niquel

As proteinas de fusdo (tioredoxina-HiBIML e tioredoxina-HigrBTL),
expressas pelo plasmideo pET32a-TEV, foram pudéisaa partir dos lisados celulares dos

clones positivos d&.coli através de cromatografia de afinidade em um sést&kia Basic

(Amersham Biosciences).
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A presenca da cauda de polihistidina, na posicéeriiinal da rHML e da rBTL,
permitiu a sua purificagdo por cromatografia denidide em metal imobilizado de tipo
IMAC (ImmobilizedMetal | on Affinity Chromatography. O principio dessa cromatografia se
baseia na interacao i6nica que se forma entre loram&azolico dos residuos de histidina da
proteina e a carga positiva dos ions de niquetsiaa (Figura 111.4). A proteina é em seguida

eluida por um mecanismo competitivo envolvendo goentidade crescente de imidazol.

Figura Ill.4: Representacdo esquemaética da interacdo entreigesitzinhos da cauda de
histidina (His-tag) e a matriz contendo niquel iffizado.
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Os sitios livres na esfera de interagcdo do niguiegfagem com os aneéis de imidazol da
proteina recombinante (azul).

A coluna His-trap™ (GE Healthcare) foi previameetgiliborada com tampao
PBS pH 7,4 contendo 10 mM de imidazol (tampéo ddlibgo). As fracdes protéicas
soluveis foram filtradas (membrana com poro de @AD e aplicadas a um fluxo constante
de 1 mL/minuto. Em seguida, a coluna foi lavada como volumes de tampéo de equilibrio
e eluida com um gradiente linear de imidazol 10400 durante 15 minutos a um fluxo de 1

mL/minuto.

2.8Ensaios de Digestdo da rHML e da rBTL

Detectada as proteinas de fusdo (tioredoxing#HiML ou tioredoxina-His-
rBTL), as fracOes retidas na coluna de HisTrapnfodhalisadas contra tampédo 20 mM de

Hepes contendo 150 mM de NaCl, pH 7,5. O matedalehtdo concentrado com filtros
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Amicon (Milllipore) com poros de 10 kDa ou filtrasvaspin (Vivaproducts) a 1 mg/mL e

submetido a uma reacao de digestéo para a remagéda de fusao.

A etiqueta de polihistidina pode ser eliminada gloragem com a protease TEV
(produzida de forma recombinante) também fusioradaa etiqueta de histidina. A proteina
de interesse foi incubada por 16 horas a 20 °Capnotease TEV diluida 1/20 com 2 mM de
DTT. Em seguida, a mistura foi recromatografadacetuna de niquel a fim de separar as
proteinas clivadas das néo clivadas.

Dessa vez, a fragcdo nao retida contendo a protieinateresse (rHML ou rBTL)
foi recuperada. As proteinas ndo digeridas, a pratde fusdo e a protease TEV ficaram
retidas a coluna, gracas a presenca da etiquetsistidina. Em seguida, o material foi
concentrado em filtros Amicon com poros de 3 kD@adéir do qual as proteinas foram
utilizadas para caracterizacéo fisicoquimica (destras proximas secdes) ou submetidas a

uma cromatografia de exclusdo molecular, antesedss de cristalografia.

2.9 Purificacdo da rHML e da rBTL por cromatografia de exclusdo molecular

Para obter as proteinas de interesse rHML e rBiVte de contaminantes e de
agregados, o material foi submetido a uma cromafiegde exclusdo molecular em coluna
Superdex 75 para a rHML, e Biosuite 250 para rBJin volume de 500 ul de amostra a 2
mg/mL foi aplicado a coluna a um fluxo de 0,5 mldmA coluna foi equilibrada e eluida

isocraticamente em tampéao 20 mM de Hepes contes@lonM de NaCl, pH 7,5.

3. CARACTERIZA(;AO FISICOQUIMICA DAS PROTEINAS rHML e rBTL
3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presea de SDS

A massa molecular aparente da rHML e da rBTL derast diferentes etapas de
purificacdo foi acompanhada através de eletrofomssegel de poliacrilamida. A técnica
desenvolvida por LAEMMLI (1970) se baseia na migmagle proteinas carregadas em um
campo elétrico, onde a migracdo € afetada pelaafertamanho das moléculas.

Aliguotas das fracOes de interesse foram ressuspesrs tampao de amostra
contendo 62,5 mM de Tris-HCI pH 6,8, glicerol 108)S 2%, DTT 0,1 M e azul de
bromofenol 0,01%, que desnatura e carrega negaivi@mas proteinas de maneira

homogénea. Para os testes em condi¢ces redutsrasgsmas foram acondicionadas em
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tampéo contend@-mercaptoetanol a concentracao final de 5%. Angsaplicacdo das

amostras ao gel, as mesmas foram aquecidas a 1 SOminutos.

As proteinas podem igualmente ser precipitadas T@A 100% a fim de
concentra-las. Para isso, a amostra foi adiciod&tid do volume final de TCA 100% gelado,
em seguida o material foi incubado por 15 minutds’&, seguido por centrifugacédo a 13.000
X g a4 °C por 15 minutos. O pellete protéico foi entdssuspenso no tampao de amostra.
Um microlitro de 1 M de NaOH foi adicionado pararentar o pH a fim de manter a

coloracao azul da solucao.

As amostra foram entdo depositadas no gel de pitdimida formado por um gel
de concentragéo (5% de acrilamida, pH 6,8) e undgaleparagéo, no qual a porcentagem de
acrilamida varia em funcdo do peso molecular datepras a serem separadas. Em seguida,
as amostras foram diretamente coradas pela solngt@mntBlue(Euromedex) por 15 minutos

sob agitacao.

3.2 Immunablotting para deteccdo da rHML e da rBTL fusionadas com caida de
histidina

Para a deteccdo da rHML e da rBTL fusionadas coutdaale histidina, as
amostras foram separadas por eletroforese em gebléderilamida SDS-PAGE 12% e em
seguida transferidas para uma membrana de nittosel(GE Healthcare). Foi utilizado 25
mM Tris-HCI, pH 8,3, 192 mM glicina e metanol 20%/v) como tampao de transferéncia.
Para isto, foi utilizada uma voltagem constant@%&/, amperagem de 300 mA, temperatura
ambiente no periodo de 2 horas, usando o sistereletteforese Mini VE Blot Module
Apparatus (GE Healthcare).

Os sitios inespecificos foram bloqueados com ingé@dalo gel por 16 b 4 °C,
ao tampao de bloqueio TTBS (100 mM Tris-HCI, pH, .50 mM NaCl e 1% de Tween 20)
foi adicionado leite desnatado (Molico/Nestle) acantracao de 5% (p/v).

Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpmogional anti-
polihistidina clone HIS-1 (Sigma-Aldrich) na dildig de 1:1.500 (v/v) e diluido no tampéao de
blogueio, seguido de incubacao por 3 horas a teanparambiente. Apos trés lavagens da
membrana, foi adicionado o anticorpo conjugadmti{rabbit alkaline phosphatase
conjugate diluido no tampé&o de bloqueio na proporcao ded@bseguido de incubacdo por
1 hora a temperatura ambiente.
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Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes coBST& uma vez com TBS
(100 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl). A rHML e eBTL foram visualizadas
adicionando o substrato NBT/BCIP para fosfatasaliakr (Sigma-Aldrich), sendo a reacao

parada com agua destilada.

3.3 Andlise da rHML e da rBTL por DLS: Difusdo dindmica da luz

A difusdo dindmica da luz DLSDgnamic Light Scattering é uma técnica
utilizada para determinar o tamanho das particelasuma solucéo. Ela também fornece
informacdes sobre a presenca de agregados, adiiguer da amostra e a homogeneidade da
solucdo. E uma técnica rapida e facil de utiliz@ossui como principal vantagem o fato de
nao ser destrutiva. As amostras analisadas poddfo eser recuperadas ao final do

experimento.

Cada particula em solucdo segue um movimento aleatthamado de
Movimento Browniano em fungéo do seu tamanho. Quardis uma molécula é volumosa,
menos ela se movimenta em solucdo. Incidida por lumdaser monocromatica com um
comprimento de onda de 633 nm, as particulas eninmeoto vao interagir com os feixes de
luz e dispersa-lo em todas as direcbes. A Anabskiz dispersa é detectada por um detector
qgue permite deduzir o raio hidrodinamico da paliique é diretamente proporcional ao seu
tamanho em solugéo. Os resultados s&o apresemsialasforma de uma curva de intensidade
relativa da luz difundida em funcé&o do raio hidn@shico das particulas. O aparelho utilizado

nessa técnica foi o Zetasizer nano series (Malvetnument) (Figura 111.5).

As amostras de rHML e rBTL foram solubilizadas emp&o 20 mM de Hepes,
pH 7,5 contendo 150 mM de NaCl, a diferentes camaedes, e verificadas quanto a
formacdo de agregados, a dispersidade da amos&rah@mogeneidade da solucdo. As
medicdes foram realizadas com pD da solucdo de proteina em uma cubeta de quartzo
(Hellma).
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Figura 1l11.5: Esquema representativo do processo de espalhadiratoico da luz.
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Esta técnica convencionalmente utiliza um laser commatico. A luz é espalhada pelas
particulas em todos os angulos. As flutuacdes t@asidade da luz espalhada sdo convertidas
em pulsos elétricos, os quais sao alimentados @armelacionador digital. Este gera uma
funcdo de autocorrelagdo, a partir do qual se immlaccom o coeficiente de difusdo das
particulas, e este, por sua vez, com o tamanhpaitisulas.

3.4 Anélise da rHML e da rBTL por TSA: Deslocamentotérmico da luz

O TSA (Thermal Shift Assay € um ensaio de termodesnaturagdo que monitora a
estabilidade termal das proteinas e investiga tosefa que afetam a sua estabilidade, como
pH, concentracdo de sais, tamp&o, ligantes, entreso E uma técnica rapida e simples e o
monitoramento é feito através de sinais de flu@rsa. Os dados do sinal de fluorescéncia
sao plotados em fungao da temperatura e apressrdadm uma curva sigmoidal. O ponto de
inflexdo da curva é referido como temperatura dé&duTm) onde 50% das proteinas estao
desnaturadas. As condicbes mais favoraveis a kstghio da proteina apresentam uma Tm
mais elevada. O ensaio é feito adicionando um tertimorescente sensivel, sypro-orange
(Sigma-Aldrich), a solucao protéica, uma vez qengperatura aumenta a proteina comeca a
desnaturar e expde seus residuos hidrofébicosuabaysypro tem uma forte afinidade e
fluoresce. A utilizacdo de um fluoréforo capaz digofescer somente em um ambiente
hibrofobico permite a obtencdo de uma cinética eendturacdo da proteina bem como a

determinacdo da Tm da proteina.

Os ensaios para a rHML e a rBTL foram feitos em plaaa de 96 po¢cos com um
aparelho QRT-PCR (Mini-Opticon, Biorad). A placa &muecida de 25 a 100 °C com uma
taxa de aquecimento de 1 °C/min. A intensidade ldardscéncia foi entdo mensurada.

Diferentes tampdes foram analisados (Tabela II.3).
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Tabela 111.3: Tampdes utilizados nos testes de estabilidadeidgrfifSA) para rHML e
rBTL.

Tampéo (20 mM) pH NacCl
Acetato 5,0 150 mM
Citrato 50 150 mM

Malonato 50 150 mM
Cacodilato 55 150 mM
Bis-Tris 55 150 mM
MES 9,5 150 mM
Malonato 55 150 mM
Malonato 6,0 150 mM
MES 6,0 150 mM
Bis-Tris 6,5 150 mM
MES 6,5 150 mM
Hepes 7,0 150 mM
Tris-HCI 7,0 150 mM
Hepes 7,5 150 mM
Tris-HCI 7,5 150 mM
Tris-HCI 8,0 150 mM
Hepes 8,0 150 mM
Tris-HCI 8,5 150 mM
Bicina 8,5 150 mM
Bicina 9,0 150 mM
Caps 9,0 150 mM
Caps 9,5 150 mM
Caps 10,0 150 mM
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4. FERRAMENTAS PARA O ESTUDO DE INTERACAO LECTINA-CARB OIDRATO
4.1 Atividade hemaglutinante das lectinas rHML e rBTL

Essa técnica se baseia na capacidade das leatm&srmaar uma malha com os
eritrécitos por interacdo com o0s seus glicoconjogade superficie. A determinacdo da
atividade hemaglutinante, foi feita segundo MoregaPerrone (1977), com algumas

modificacOes descritas a seguir.

O ensaio de atividade hemaglutinante das lectiiddLre rBTL foi realizado
atraves de diluicbes (50 pL) seriadas, em dupbodie, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), em placas
de microtitulagdo com fundo em V, contendo 50 pl5@enM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM de
NaCl. A 50 pL de cada diluicdo foi adicionado igualume de uma suspensao de eritrocitos
de coelho a 2% em solugcao salina a 150 mM NaCGidost ou ndo tratados com enzimas
proteoliticas (tripsina ou papaina). A placa feielmente agitada e incubada a 37 °C por 30

minutos.

Para os tratamentos enziméaticos, aos eritrociteeelko a 2% foram adicionados
0,01 mg/L das enzimas tripsina ou papaina, a naigtirdeixada em repouso por 30 minutos
a 37 °C. Em seguida, os eritrocitos foram centatigs a 2000 rpm por 5 minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o pellete foi lavddaezes com 150 mM de NaCl para
remocado das enzimas. Em seguida, foram feitos si®stede hemaglutinacdo com os
eritrécitos tratados com as enzimas proteolitiseguindo 0 mesmo protocolo descrito acima.

A aglutinacdo foi observada macroscopicamente. Aameoncentracao protéica
que apresentou hemaglutinacao visivel foi consttdeeaconcentracdo correspondente a uma
unidade de hemaglutina¢do (UH), sendo o tituloesqw em unidades de hemaglutinacéo por
mililitro (UH/mL).

4.2 Andlise da especificidade da rHML e da rBTL poglycan-array

Glycan arraystornaram-se uma poderosa ferramenta para a efdcddo alto
nivel das interacdes de carboidratos de diferesg&situras, com uma grande variedade de
alvos bioldgicos, incluindo anticorpos, proteindsys e células. Esta técnica € especialmente
adequada para estudos glicomicos, pois as mat@pesentam ligantes de carboidratos de

uma maneira que imita as interfaces de interagélataecélula (LIANG; WU, 2009).
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O glycan-array € baseado no principio de ELISAEnzymekinked
Immun&orbent Assay. Os primeiros testes compreendiam uma gama desskcarideos
biotinilados fixados por um brago espacador emgslate 96 a 384 pocos, recobertos por
estreptavidina, permitindo realizar a analise emalpbp sobre uma grande diversidade de
acucares de forma minorizada e rapida. Para ensaiuslectinas, as amostras devem ser
marcadas por um composto fluorescente, ou seramdiolas com um anticorpo (BLIT&t
al., 2004).

Métodos mais recentes propostos pelo CRdnorptium for Functional
Glycomics (http://www.functionalglycomics.org) e por outrdgboratérios baseiam-se no
principio de glicochips ou Printed Covalent Glycan ArrayNesses ensaios, utilizam-se
placas de vidro comercial funcionalizadas dgrhidroxisuccimidina (NHS), que é capaz de
ligar-se covalentemente a glicanos ou glicoconjagadlesde que sejam acoplados a um
grupo amina (BLIXTet al, 2004). Esse método realiza a analise em paratdboe uma
grande diversidade de acucares de forma minorieadapida, permitindo determinar a

especificidade de proteinas (Figura Il1.6).

Figura lll.6: Representacdo esquematica de um glicochip.
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Ligantes naturais ou sintéticos sao covalentemdigi@gdos a uma placa de vidro
funcionalizada com NHSNthidroxisuccimidina). A interacdo da lectina comnu sa;ucar
especifico é revelada pelo uso de um anticorpordiemnte, ou diretamente através da
marcacdo da lectina por Alexa Fluor®-488. As inidaxdes de fluorescéncia sao processadas
por um computador e representadas sob a forma daistograma baseado nos acgulcares

testados.
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Para realizacdo dos ensaios, a rHML e a rBTL forseparadamente, marcadas
pelo composto fluoroiscenado Alexa Fluor® 488 — TgRido carboxilico — 2,3,5,6
tetrafluorofenil), segundo recomendacdes do fabtecgInvitrogen). As amostras foram
preparadas numa concentracdo de 4 mg/mL em tan@@8amM de bicarbonato de sodio pH
9,0. O composto TFP foi solubilizado em DMF (dirfietmamida) numa concentracdo de 10
mg/mL instantes antes de sua utilizacdo. A misnaaproporcdo 1:10 TFP/proteina foi
incubada uma hora em temperatura ambiente solg@gitA proteina foi finalmente separada
do reagente residual por dessalinizacdo em umaaale poliacrilamida D-salf (Pierce)
pré-equilibrada com 20 mM de Hepes pH 7,5 conteiilbomM de NaCl. Apds a marcacéo,
as amostras foram enviada para o CFG, core Hgdritray, chip de mamiferos verséo 5.1 e
foram testadas nas concentragdes dad@aL, 2,0ug/mL, 20,0ug/mL e 200,Qug/mL.

4.3 Andlise da interacdo da BTL com um octassacaid fucosilado por STD-RMN

STD-RMN (Saturation Transfer Differencg ou diferenca de transferéncia de
saturacdo é uma técnica de espectroscopia de &ssmMmagnética nuclear utilizada para
obter informacdo sobre a interacdo de pequenostdéigacom macromoléculas relevantes

biologicamente.

Os experimentos de STD-RMN sdo baseados na ob&ervdgs sinais de
ressonancia do ligante. Basicamente, envolve aagdimt do espectro no qual a proteina foi
seletivamente saturada com um ligante, do espactrgual a proteina encontra-se livre do
ligante. Somente os sinais do ligante que recebeartmansferéncia de saturacdo da proteina
irdo compor o STD. Para uma molécula que se ligaareceptor, somente o0s sinais dos
hidrogénios que estdo préximos ao contato com teip@ e recebem a transferéncia de
magnetizacao irdo aparecer no espectro de diferBssa transferéncia de saturacéo constitui
uma indicacdo de ligacdo. Dessa forma, por STD-RMi¥ssivel caracterizar os hidrogénios

do ligante que estdo mais proximos a regiao dedigaa proteina (VIEGA& al.,2011).

Para os experimentos de STD-RMN, um octassacaréd®o o nucleo de
fucosilacdo ¢1-6), chamado Fuc-Octa, selecionado pelos ensaoglydan array, foi
sintetizado pela equipe do nosso colaborador Dilo@inverzagt (Universidade de Bayruth,
Alemanha). BTL foi preparada a 0,100 mM e o oceaddeo foi preparado 25 vezes mais

concentrado que a proteina. Ambas as amostras feslubilizadas em 20 mM de tampéo
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Tris-HCI pH 7,4 em RO (Figura Ill.7. Um STDRMN controle foi realizado em 99,96

D,0O usando as mess condi¢des experimentais, porém na auséncia d:

Figura Il.7: Estrutura do Fi-Octa utilizado nos ensaios de STD com a B
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5.ENSAIOS DE TOXICIDADE da HML, rHML, BTL e rBTL
5.1 Letalidade contraArtemia sp.

O efeito da HML, rHML, BTL e da rBTL sobre nauplia® Artemia sp.foi
avaliado mediante o método descrito por Carnet al, 2013. Cistos dArtemiasp. foram
eclodidos em agua do mar artificial a 28 °C somihacéo e aeragéo constes. Os cistos
foram incubados em um tubo cilindro cénico de pokatll a uma concentracédo de 1,0
Essa condicdo de eslo simula o ambiente natural artémias. Apoés 48 horas, a aera
foi suspensa e a luz foi direcionada para a pinferior do tub. Devido ao seu
comportamento fototrofico, os nauplios mram na direcdo da luz e se acumularam
fundo do tubo, enquanto os cistos que nao eclodmamtiverar-se na superficie. Os
nauplios saudaveis, que se aglomeraram no fundebdo foram coletados e uzados para o

ensaio (Figura I11.8).

As lectinas (HML, rHML, BTL e rBTL) foram dissolvas em agua do m
artificial a uma concentracdo de 200 pg/mL. Osege$dbram conduzidos usando placas
Limbro® de 24 pocos. Cada poco foi preenchido cdmnauplios, solucdo lectinica r
concentracdede 12,5 ug/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ou 100 pg/mL aaddo mar artificial
totalizando um volume de 2 mL. Os testes foramizaabs em triplicata. Como contrc
negativo foram usados poc¢os de 2 mL contendo semmeniplios diéArtemia s|. Apos 24 e
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48 horas de incubacdo, o numero de nauplios mentosada poco foi contado e a toxicidade

da lectina foi avaliada.

Figura ll1.8: Representacdo esquematica do teste de toxicidati@Artemia sp
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5.2 Cultura celular e ensaio colorimétrico MTT

Células de adenocarcinoma de pulméao (A549) foratidaddo banco de células
do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade Federal Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A
linhagem celular foi crescida em meio DMENDulbecco’s Modified Eagle Medium)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)ti{@lny Brazil), contendo 1% de L-
glutamina e 1% de penicilina e estreptomicina. &kilas foram crescidas a 37 °C em
atmosfera umida contendo 5% de £Todos os experimentos foram feitos com as céhdas

fase logaritmica de crescimento.

A determinacéo da concentracdo das lectinas tetdiveis foi feita utilizando o
método de Bradford (BRADFORD, 1976). Para os essais lectinas foram dissolvidas em
DMEM contendo 10% de SBF a uma concentracdo dend/tL (para HML, rHML, BTL e
rBTL), em seguida, foram diluidas no mesmo mei@,a& ug/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL e 100
png/mL. Como controle negativo foi utilizado albumisérica bovina (BSA) a 50 pg/mL e 100

pug/mL.

A citotoxicidade da HML, rHML, BTL e rBTL contra tnhagem celular A549
foi avaliada utilizando o ensaio MTT (3-(4,5-dinftgizol-2-il)-2,5- brometo difeniltetrazolio)
(Sigma-Aldrich). As células foram semeadas emasate 96 pocos (1 x 46élulas/poco).
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Depois de 24 horas, as células foram expostasféremntes concentracdes das lectinas ou a
BSA. Depois de 24 h, 48 h e 72 horas de tratam&6tpL de MTT foram adicionados a cada
poco, e as células foram incubadas durante umdmeddicional de 3 horas a 37 °C. As
diferencas no metabolismo celular total foram datéas pela medicdo da reducédo do MTT
soluvel a agua de formazan insoluvel. A viabilidatielinhagem celular A549 depois de
tratamento foi determinada utilizando uma leitoeandicroplaca (VICTOR™ X53Viultilabe
Plate ReaderPerkinElmer) a 492 nm ¢4%.\m). Os ensaios foram feitos em triplicata e a
porcentagem de inibicdo do crescimento celularcédtulada a partir da seguinte equacao,
segundo ZHENGt al, 2011.

Porcentagem de inibicdo= [1 - (Ase2nmpara as células tratadasfophmpara as células
nao tratadas)] x 100

Todas as observagbes foram validadas por, pelo snetr@s ensaios

independentes em triplicata para cada experimento.

Os conjuntos de dados foram analisados pelo td$@\A seguido pelo teste de
Tukey para comparacg6es multiplas. Foi consideraghificante P <0,05 em todas as analises.

Os dados foram expressos como média + desvio padrao

6. ENSAIOS DE CRISTALOGRAFIA
6.1 Processo de cristalizacdo da rHML e da rBTL

Uma das partes mais criticas na resolucdo da @strde uma macromolécula
biolégica por difracdo de raios X é a cristalizagdaamesma. Os principais passos envolvidos
na resolucdo da estrutura a nivel atbmico de umeramlécula biolégica envolve a
cristalizacdo da molécula, a coleta de dados pagdio de raios X, a resolucdo da estrutura
e, por fim, sua andlise (Figura 111.9). Entre todestes passos, a cristalizacdo é o menos

entendido.

Biocristalizacdo € um processo de multiplos paréseetque envolve os trés
passos classicos da cristalizacdo: nucleacéo, im@sio e cessacdo de crescimento
(BOISTELLE; ASTIER, 1988).
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Para crescer cristais de qualquer composto, urdeesta supersaturacao tem (
ser alcancado, um estado que é termodinamicanmestéyel, no qual pode se desenvolver
uma fase amorfa ou cristalina quando este ret@oaaquilibrio. Asupersaturacédo pode
alcancada pela evaporacao lenta do solvente owaetgéao de alguns dos parametros ¢
temperatura, pH e forca ibnica. O conhecimento stdgbilidades macromoleculares é

prétequisito para o controle das condic¢des de cizacao(Figura I11.10).

Figura 111.9: Principais passos na resolucdo da estrutura de bio@olécula po
cristalografia.
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precipitante com a concentracdo de proteina paatirggr o estado de supersatura

A Area 3

Supersaturacdo

/

Limite de
solubilidade

[Precipitante]

insaturacgdo

}
[Proteina]

Area 1 —Metaestavel: a nucleacdo pode ndo acontecer paoo nempo. Esta ar sustenta o
crescimento dos cristais. Area— Nucleag&o: os cristais de proteina nucleiam e ene
(estado de supersaturacdo). Are— Precipitacdo: as proteinas ndo nucleiam e preuiy
saindo da solugéo.
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Existem muitas técnicas para a cristalizage macromoléculas biologicas, toc
tendo como objetivo trazer a solugéo a um estadmpersaturacdo. A fim de obter cristais
proteinas, um método frequentemente utilizado ifuaab de vapc. Esa técnica foi utilizada
pela primeira vez na cristalizacdo do tRNA (HAMPet al, 1968). Nesta técnica, uma g
contendo poucos microlitros da macromolécula bicka ser cristalizada é solubilizada
um agente de cristalizacdo contendo tamp&o evos, € equilibrada contra um reservatt
contendo a solugéo de cristalizacdo a uma congdatraais alta do que na gota e um voli
largamente maior. O equilibrio prossegue por maiaifusdo das espécies volateis (ag!
solventes orgéanicos) até qupressao de vapor na gota se iguale aquela do a¢Seov Se (
equilibrio ocorre por meio de troca da agua (da g@ra o reservatorio), isto leva a L
diminuicdo do volume da gota, e consequentement® aumento na concentragao de tc
0s constituites da gota de cristalizacdo, inclusive da protePaama espécies quimicas ¢
pressdo de vapor maior que a pressao de vapormda a@adgroca ocorre do reservatorio pa
gota. Os mesmos principios se aplicam para os wetde gota suspenshanging dropk
gota sentadasitting drop$ e gota sanduichsandwich drops(Figura II. 11).

Figura lll.11: Representacdo esquemaidos métodos de difusdo de vapor para cristaliz
de proteinas.

] e L g I=

4 ! ™ | |

H,0 H,0

oo
- lu’l pavice
Solucdo do
Solugéo do reservatorio
reservatorio

A) gota suspensah&nging drop), B) gota sentadasitting drop3 e C gota sanduiche
(sandwich drops

Com o aumento do numero de macromoléculas biol$gaestalizadas cot
sucesso, tornose claro que muitas das condi¢des de cristalizeg&@ssemelhavam, ou s¢
havia uma concentracdo de resultados pos de cristalizagdo que usava um nurr
limitado de precipitantes, tampdes e aditivos. lstu a proposicdo de diversos meétodo
cristalizacdo (CARTERCARTER, 1979), onde um numero limitado de condi¢céemm
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testadas, usando-se pequenas quantidades da mBaiemobiolégica. A partir da
observacdo dos resultados preliminares destes iexqregos era possivel determinar que
tampao, aditivo e agente precipitante seriam 0% fia&oraveis e com esses dados proceder
sucessivos melhoramentos até se conseguir crégtacguados. Dentro deste raciocinio a Dra.
Jaru Jancarick da UC Berkeleley propds o métodmatiiz esparsa (JANCARICK; KIM,
1991) onde diversas condi¢Bes diferentes sdo estpdra se cristalizar a macromolécula
biolégica.

O numero de variaveis que afetam a cristalizacais, ¢tomo, concentracao,
temperatura, pH, forca idnica, aditivos especifiegsecipitantes, € grande e combinatoria; o
namero total de possiveis condi¢des de cristalzac8erem testadas, portanto, € tdo grande
que uma procura completa com todas as condicbesp@encial seria inviadvel. Kits

comerciais triam varias condicdes, e muitas vezegonto de partida para os ensaios.

O kit daHampton ResearcB composto por 98 condi¢cdes que, de acordo com
uma revisao feita pelos autores, sdo as mais i@scpara o crescimento de cristais. O Kit
kit conta com diversas abordagens inovadorasctei® misturas quimicamente compativeis
de potenciais ligantes, novos sistemas de tampddsteiras de precipitantes que também
atuam como crioprotetores. Em vez de reunir umwtojde condi¢des de cristalizagdo que
ja tenham sido bem sucedidos, uma selecdo de nedéfnequentemente observadas no
Protein Data Bank (PDB) para co-cristalizar com proteinas foi feffatro kit, denominado
MIDAS (Modern Intelligent Dynamic Alternative Screen) conta com 96 condicfes de

cristalizacdo baseados em precipitantes polimésttemativos.

Para os ensaios de cristalizagdo da rHML e da r@ Thétodo utilizado foi o de
difusdo de vapor, gota suspensa, utilizando pldeasristalizacdo de 48 pocos (Hampton
Research). Foram colocados em cada poco da placastidizacédo 200 uL da condicao de
cristalizacdo e a gota foi composta por 1 pL dacga de proteina (rHML a 4 mg/mL ou
rBTL 6 mg/mL) e 1 pL da condicdo do poco. Os pofmam vedados com silicone e
deixados em repouso a temperatura de 20 °C. Apiisteancdo de possiveis cristais numa
determinada solucdo pertencente ao kit do screeialjnotimizacées dessas condicfes de
cristalizacdo foram feitas, variando a concentrag@&oprecipitante e o pH da solucao,
repetindo o método da difusdo de vapor. Essas z#gies visaram melhorar a condicdo de
formacdo dos possiveis cristais, para que fossaupido assim, um cristal com

caracteristicas necessarias para difracdo de Xai@s testes de cristalizacdo também foram
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conduzidos mediante a utilizagcdo de um robd deatidacdo modelo Mosquito®. Gotas de
100 nL foram preparadas a partir da solugcédo de patga solugcdo das lectinas na propor¢cao
de 1:1. As gotas foram montadas sobre uma supmegléstica e esta foi selada sobre uma
placa de microtitulacdo de 96 pocos. Cada pocprienchido com 1004L de uma solucéo
de cristalizacdo contida nos Screens | e Il da Hampesearch. Apdés montagem, as placas

foram mantidas a temperatura de 20 °C.

Os possiveis cristais foram transportados ao ESRKopean Synchrotron
Radiation Facility, Grenoble, Franca). Os experimentos de difracdorailes X foram

realizados a fim de determinar a natureza doss;ria proteina ou sal.
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CAPITULO IV:
RESULTADOS E DISCUSSAO
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CAPITULO IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. LECTINAS SELVAGENS DE H. musciformis e B. triqguetrum

1.1 Extracao e purificagéo

As lectinas selvagens HML e BTL foram obtidas atipala cromatografia de

troca anibnica em coluna de DEAE-celulose. As feachao retidas (Pl DEAE) resultantes

dessa cromatografia apresentaram atividade herragite contra eritrécitos de coelho

tratados e nao tratados com enzimas proteolitisafabela V.1 mostra os resultados da
purificagcdo. Ademais, o perfil eletroforético da HM da BTL (Figura IV.1) mostra que

ambas as proteinas foram obtidas de forma purare die contaminantes, semelhante aos

resultados obtidos por Nagaebal.,2002 e Ainonzt al. 1995, respectivamente.

Tabela IV.1: Tabela de purificacdo das lectinas HML e BTL, extpramente.

Eraches YProteina|  Proteina 2Titulo | Atividade | YAH.E Rendimento | 4
& (mg/mL) total (mg) (UH/mL) | total (UH) | (UH/mg) (%) '
Extrato 0,019 0,57 2 60 105,2
100 1
Fracdo 0-70 0,019 0,095 8 40 421,0
66,7 4
Pl DEAE 0,0016 0,48 4 120 250
200 2,37
Fraches YProteina | Proteina total | ?Titulo | Atividade | *A.H.E Rendimento | 4
& (mg/mL) (mg) (UH/mL) | total (UH) | (UH/mgP) (%) '
Extrato 0,095 2,28 256 6144 2694
100 1
Fracdo 0-60 0,034 0,17 512 2560 1505
41,68 5,58
Pl DEAE 0,0065 0,27 128 5504 19692
86,55 7,3
1) Concentracdo de proteinas soluveis (BRADFORD/6}X9 2) Titulo: unidade

hemaglutinante (UH/mL.); 3) A.H.E: Atividade hemaighante especifica (UH/mgP), sendo a
relacdo entre a atividade hemaglutinante e a ctmaggio de proteinas; 4) F.P: Fator de
purificacdo calculado a partir da relacdo entretisidade hemaglutinante especifica do
extrato total e aquela de cada passo seguinte.
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Figura IV.1: Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob agiie$s desnaturantes e
redutoras da HML e da BTL.

1 2 3
97

_— 56

w» 4
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& 20

| 12
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1) 1 mg/mL da HML, 2) 1 mg/mL da BTL e 3) Marcadide peso molecular LMW (GE
Healthcare).

Cromatografia de troca aniénica em coluna de DEAklose é bastante
utilizada para isolar lectinas de algas marinhaspac por exemplo, a lectina deypnea
cervicornis(NASCIMENTO et al, 2006),Bryothamnion seaforthfAINOUZ et al, 1995),
Solieria robusta(HORI et al., 1988), S. filiformis (BENEVIDES et al., 1996), Amansia
multifida (COSTA et al., 1999), Gracilaria ornata (LEITE et al., 2005), entre outras. Na
maioria das purificacdes a coluna de DEAE-celulsdetiva em reter pigmentos, como as
ficobilinas presentes em abundancia em algas veaseé outros contaminantes presentes na
fracdo depois da precipitagdo com sulfato de amdiviando as fracbes que apresentam
atividade lectinica, permitindo assim, a purificagh proteina. Dessa forma, HML e BTL
foram purificadas em coluna de DEAE-celulose e egbsntemente utilizadas nos

experimentos dglycan arraye nos testes de toxicidade.

2. CLONAGEM E EXPRESSAO HETEROLOGA DAS LECTINAS HML E BTL EM
SISTEMA PROCARIOTICO

2.1 Purificacao e digestdo enziméatica dos plasmideecombinantes

Apés obtencdo das constru¢cdes pET32a-HML e pET323-Bsses vetores
foram utilizados para transformar células de clenagompetentes de.coli (DH5a e XL 1
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Blue). O método utilizado foi o do choque térmico enalfidade foi propagar os plasmideos
recombinantes. Esse método se mostrou eficierdsudtou em coldnias visiveis crescidas em

meio LB &gar contendo 100 pg/mL de ampicilina.

Posteriormente, os clones positivos foram selediomia& submetidos a extracédo
plasmideal para validacdo da transformacédo. A #@al¥l2 representa a quantificacdo
plasmideal dos clones selecionados obtidos por aeiminipreps com o kiVizard® Plus
SV Minipreps DNA purification Systgi@Quick protocol, Promega).

Tabela 1V.2: Quantificacdo plasmideal dos clones de HML e deé. B&lecionados para
transformacao bacteriana. A (absorbancia).

Clones | Azsonm (NG/UL) | Azsor280nm | A260/230nm
HML1 | 368 1,83 2,30
HML2 | 450 1,70 1,63
HML3 | 432 1,65 2,01
HML4 | 521 1,66 2,0
BTL1 303 1,80 2,06
BTL2 302 1,80 2,03
BTL3 460 1,87 2,00
BTL4 432 1,63 2,0

A relacdo Asonsonmrecomendada é na faixa de 2,0, valores abaix@ dets;ao
normalmente indicam contaminacao por proteinas r@acao Aso2zonmrecomendada fica na
faixa de 2,0-2,2, valores a baixo dessa faixa amicontaminacdo por substancias que
absorvem a 230nm, como EDTA, carboidratos e falah(ial nanodrop). Nessa perspectiva,
as relacoes de absorbancia obtidas para o DNA gésinda HML e da BTL estao dentro dos
valores recomendados para amostras de DNA puras.
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Adicionalmente, para validacdo da transformacéo, ctmes selecionados
sofreram uma digestdo enzimatica com as enzimaasstiigdoNcad e Xhd o que resultou na
liberacdo de um fragmento especifico ao tamanheradp para os genes que codificam para
a HML e a BTL (em torno de 270 pares de bases)rooafdo a transformacao e a presenca

do inserto de interesse (Figura IV.2).

Figura 1V.2: Validacdo da transformacédo de célulasEdecoli com o plasmideo PET32a-
HML e pET32a-BTL.

) e G e Plasmideo

Inserto (270 pb)

1) Marcador de peso molecurar (50 pb DNA ladder/Nswgland Biolabk 2) e 3) pET32a-
HML apds digestdo coimNcd e Xhd; 4 e 5- pET32a-BTL apods digestdo cdlod e Xhd. pb
(pares de bases).

Apos confirmacdo dos clones recombinantes contenmhserto de interesse, as
bandas correspondentes aos genes da HML e da Ba@in fpurificadas com base nos seus
respectivos pesos moleculares. O material purificasultou em quantidade suficiente de
DNA para se proceder com os experimentos de subgéon dos insertos em outros vetores

de expresséo.

2.2 Clonagens dos genes da HML e da BTL e transfoagao bacteriana

As reac0es de ligacao resultaram em plasmideombégcantes contendo 0s genes
da HML e da BTL. As construgbes recombinantes (#aTEV-HML, pET32aTEV-BTL,
pMalp2-TEVNK-HML e pMalp2-TEVNK-BTL) foram comprowas por sequenciamento e
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em seguida foram utilizadas, juntamente aos vetpEBE32a-HML e pET32a-BTL, para
transformacao bacteriana nas diferentes cepas pmtesséo (BL 21 (DE3), Origami (DE3),
Origami B (DE3), Rosetta-gami 2 (DE3)).

2.3 Ensaios para o estabelecimento da condicdo 6érde expressao da rHML e da rBTL

Inimeros parametros podem influenciar o rendimedetproteinas recombinantes
expressas em sistemas heterdlogos. Dentre essaagbars, podemos citar o tipo de célula
hospedeira, a temperatura de inducdo, a conceat@dgaindutor (IPTG), a duracdo da
inducdo, a densidade Otica no momento da indu¢c&os¢a), bem como o vetor utilizado
para clonagem (GRASLUNB al.,2008). Para determinar as condi¢des 6timas dessgo
de uma determinada proteina, devem-se levar emidevasdo todos esses parametros.
Entretanto, essas estratégias ndo garantem neftam@suo mesmo grau de sucesso para
diferentes proteinas e, consequentemente, o renttineea solubilidade permanecem ainda
um processo empirico (VILLAVERDE; CORRIO 2003).

ApoOs confirmagdo de clones positivos @& coli, transformados com os
plasmideos contendo a sequéncia correta para a¢#MRBTL, foi realizado um experimento
piloto de expressdo e analise mediante SDS-PAGH, oma comparacdo dos lisados

celulares, para a escolha da melhor condi¢céo deséad

Algumas conclusbes podem ser tiradas dos diferegmieaios. A variagado de
temperatura, por exemplo, modifica de forma comaikd a propor¢cao entre proteina soluvel
e proteina agregada na forma de corpos de inclus@iproblema comum durante a expressao
recombinante de proteinas. Quanto mais elevadmpetatura, mais a proteina tende a ser
expressa e concentrada na fracdo insoluvel, formas corpos de inclusdo. Isso foi
verificado para as diferentes cepas utilizadas x@ressdo. As Figuras IV.3 e V4
exemplificam as fracBes solGveis e insolUveis aistidara expressdo da rHML e da rBTL
utilizando diferentes temperaturas de inducao. Nievwgao feita por Francis e Page (2010) é
relatado que baixas temperaturas de inducdo pramaveolubilidade de proteinas expressas
de forma recombinante por reduzir as taxas de drigd®e, traducdo e divisdo celular,
enquanto também permite a reducédo da agregacactignas. Ademais, muitas proteases
sao menos ativas a baixas temperaturas, dessa lhairas temperaturas resultam na reducéo

da degradacéo de proteinas sensiveis a prote&aBIHS; PAGE, 2010)
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Figura IV.3: SDSPAGE 1% do extrato celular d&. coli Rosett-gami 2 (DE3) apés
inducédo da rHMLcom 0,2 mM de IPTG e ruptura celu
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1 e 10 Marcadores de pesos moleculares (kDa); 2: Exteltdar apos inducéo a 30 °C pc
horas, FS (fracdo soluyel3: Extrato celular apos indugédo a 30 °C por GaboFI (fracac
insoltvel); 4: Extrato celular apds inducdo a 25pt 6 horas, FS; 5: Extrato celular aj
inducdo a 25 °C pd horas, F; 6: Extrato celular apés inducdo a 20 por6 horas, FS; 7:
Extrato celular ap6s indé@o a 2 °C por 6 horas, FI8: Extrato celular apos incdo a 16 °C
por 16 horas, F®: Extrato celular apés incdo a 16 °C pot6 horas, F.

Figura IV.4: SDSPAGE 1% do extrato celular d&. coli BL21 (DE3) apoés inducada
rBTL com 0,2 mM de IPTG e ruptura celu
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1: Marcadores de pesosoleculaes (kDa); 2: Extrato celular apos inducdo a 16 °C po
horas,Fl (fracdo insoluve; 3: Extrato celular apos indugéo a 16 °C por 1&$yFS (fracdo
soluvel) 4: Extrato celulaiapos inducédo a 20 °C por 6 horas, ¥l Extrato celular ap¢
inducdo a 20 °C pd horas, F; 6: Extrato celular apés inducdo a 25 °C 6 horas, FI; 7:
Extrato celular apds inducédo a 25 °C 6 horas, FS8: Extrato celular apos inducéo a 30
por 6 horas, Fl9: Extrato celular apds inducéo a 30 °C 6 horas, FS.
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Corpos de inclusdo consistem em moléculas prot@easaturadas (agregados
insolaveis) que se formam no citoplasma bacteruemdo é detectada a presenca de altos
niveis de proteinas potencialmente toxicas, ex@®euoainativas. Isso acaba por diminuir
substancialmente a quantidade solavel de proteiraombinante (SPRENSEN;
MORTENSEN, 2005).

Esses agregados protéicos podem ser solubilizagds Extracdo) por meio de
agentes desnaturantes (tamp&es contendo uréia @ohjrato de guanidina 7 M, entre
outros). Porém, é necessario submeter posterioenael@ctina a um processo defolding’
(renaturacdo). Tal processo € realizado medianteeraocdo progressiva do agente
desnaturante por ultracentrifugacdo ou sucessiva$sed, o que, lentamente, cria um
ambiente apropriado onde a proteina pode atinguocorreto enovelamento. Existem ainda,
kits comerciais disponiveis que utilizam uma corab@o de tampdes que permitem uma
rapida identificacdo dos fatores que tém um efeifmortante sobre a renaturacéo da proteina.
Ha alguns exemplos de proteinas recuperadas corasssucde corpos de inclusdo
(STANCOMBE et al.,2003; LUOet al.,2005; BENEVIDESet al.,2012). Porém, o limitado
conhecimento sobre as bases moleculares da agoeg@gdoteinas ndo permite a utilizacdo
de abordagens de engenharia metabdlica ou gergigEgpossam conduzir e garantir um
enovelamento bem sucedido de proteinas recombfargaando isso nao ocorre
espontaneamente (S@RENSEN; MORTENSEN, 2005b, VILERDE; CARRIO, 2003).
N&o ha, no entanto, nenhum meétodo confiavel paeaepras condicdes necessarias para
reenovelamento de uma proteina. Assim, a idengdicadas condicbes necesséarias ao

adequadaefoldingda molécula continua a ser uma ciéncia empirica.

A estratégia de renaturacdo dos corpos de incl&adoi adotada pra a rHML e
para a rBTL, em decorréncia da quantidade de pafitssilfeto presentes nas proteinas
selvagens; a HML possui sete pontes dissulfetaB&la possui duas. Provavelmente essas
lectinas, apdés uma desnaturacdo seguida por umaturagdo, ndo alcancariam o
enovelamento correto, o que é crucial para manpeotaina ativa. Mesmo gue fosse possivel
que as proteinas alcangassem uma correta renatunagéitas proteinas recuperadas de
corpos de inclusdo resultam em um baixo rendimemtprocesso é laborioso e acaba por

encarecer a producdao final da lectina recombinante.

Com relagédo a concentracdo de indutor, pode-sena@vsgue nos ensaios
realizados, 0,2 mM de IPTG foi suficiente para mda expressao da rHML e da rBTL. O

tempo também foi relevante, onde se verificou umenio na quantidade de proteina
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expressagem decorréncia dtempo de inducéo. A figura IV &xemplifica as ‘acdes soluveis
obtidas para expressao da rHML e da rBTL utilizadderentes concentracdes de IPTG ¢

inducao.

Figura IV.5: SDSPAGE 12% do extrato celular (E. coliapds inducdo a 16 °C e ruptt
celular, seguido paecuperacao das fracdes soli
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1: Extrato celular de Rose-gami 2 (HML) apés indugiicom 0,2 mM de IPTG por 16 hor:
2: 0,5mM de IPTG por 16 horas; 3: 1,0 mM de IPTG pohbéas; 4: 1, mM de IPTG por
16 horas; 5: Marcador de peso molecular; 6: Extcatalar da BL 21 (BTL) apds induo

com 0,2 mM de IPTG por 16 horas; 7: mM de IPTGpor 16 horas; 8: 1,0 mM de IP1
por 16 horas; 9: 1,M de IPTG por 16 hore

Para os diferentes tores utilizados, ndo se verificou diferencas atergiveis no
niveis de expressao da rHML e da rBTL. Tanto o #al@uanto o pET3-TEV tiveram o0s
mesmos niveis de expressdo para 0s polipeptidem&mp durante 0s processos
purificagdo, para remocéac@ proteina de fusdo e da etiqueta de histidingg secessario
utilizacdo de 2 enzimas proteoliticas, a enteraapgre a trombina para o pET32a (devic
inespecificidade da enteroquinase), o que compemetrendimento final da rHML e «
rBTL, enquato que para o pET3-TEV, so foi necessario uma Unica enzima, a TEV.nQ
ao pMalp2TEVNX a motivacdo em utilizar esse plasmideo folappossibilidade d
expressar a proteina de interesse no periplasrbaaérii, ambiente altamente oxidati o
que mderia ajudar na formacao das pontes dissulfet@n®P,ando foi verificado alto nivel «
expressdo das proteinds interesse na fracdo soluvel dos extratos postéite E. coli

utilizando este vetor (Figura .6).
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Figura IV.6: SDSPAGE 12% do extrato celar deE. coli contendo o plasmideo pMa-
TEVNX apés inducdaom 0,5 mM de IPTG a 16 °C por 16 ho
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1: Marcador de peso molecular; 2: - Extrato celular da frac&o insolavel de BL21 (rB;

3: FIH: Extrato celular da fracédo insolinde Rosetta-gami 2 (rtHMLY%: FSE- Extrato celular
da fracdo solavel de BL21 (rBTL); 5: F- Extrato celular da fracdo sollvel de Ros-gami
2 (rtHML);

Apos as analises, foram eleitas as melhores coesli¢é indugéo para a rHML
para a rBTL. Para ambas proteinas foi eleito o pET3ZEEV como melhor vetor d
expressado e as condicdes de inducéo consistirath2mM de IPTG por 16 horas a 16
Para a rHML a cepsaelecionad para expressao foi a Rosegami 2 (DE3), e para rBTL,
como ndo houve diferenga significativa nos niveisedpressdo e nem na solubilidade

proteina, a BL21 (DE3) foi selecionada.

Também foi comparado, sob as mesmas condi¢cdesicaesgrse haveria ui
melhor rendimento para a rHML e para a rBTL se iesmas fossem at-induzidas em
substituicdo a inducdo com IPTG. Porém, ndo foverificadas diferencas nos niveis
expressao, e toda a proteina prodt por autoinducédo ficou concentrada na fragcéo insolt
formando os corpos de inclusi(Figura IV.7). Muito provavelmente, este resultado ¢
relacionado a temperatura de inducéo utilizadafguge 37 °C. Novos experimentos dev

ser realizados utilizando temperaturas mais bajpa@spromovam a expressao das prote
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mais lentamente e, dessa formavorecam seu correto enovelamento e ndo compresua

solubilidade.

Figura IV.7: SDSPAGE 12% do extrato celular E. coliautoinduzida: a 37 °C.
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1: Marcador de peso molecular; 2: Ros-gami 2 (DE3) contendo o pETE-TEV-HML, FI
(Fracdo insolavel)3: BL21 (DE3) contendo o pET3-TEV-BTL, FI; 4: Rosett-gami 2
(DE3) contendo o pET3-TEV-HML, FS (Fracao soluvel); 5: BL21 (DE3) contendc
pET32a-TEV-BTL, FS.

Com baseem tods os ensaios feitos, pET32a-THEWAL expressa por Rose-
gami 2 (DE3) com @ mM de IPTG por 16 horas 16 °C e pET32dEV-BTL expressa por
BL21 (DE3) ®m 0,2 mM de IPTG por 16 hora 16 °C foram ent&o utilizadas nos ensaio
inducdo em larga escala, bem como para incorpordeametal pesado na estrutura
proteina, o que fdiestado apenas para a HML, uma vez que a BTL n&seta metionine

em sua sequéncia.

Desse moddRoseta-gami 2 contendo o pET32a-TENMML foi crescida em mei
minimo contendo selenometionina, ao invés de miedpncom o intuito que a bacté
incorporasse esse metal pesado na estrutura pidetectina, que seria entdo utilizado

a resolucado do problentke fass nos experimentade dispersdo anéma

O mesmo procedimento foi realizado com sucesso pdeatina da macroalg
vermelha grifithisina(GRFT,, que teve sua estrutura tridimensional determinamtaSAD

com a proteina produzida de forma recombinantE. colie marcada (m selenometionina.
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Até entdo, GRFT é a unica lectina de macroalga estrutura tridimensional disponivel.

Porém, ndo obtivemos resultados satisfatorios patdML. Rosetta-gami 2 ndo cresceu no
meio minimo, necessério para o protocolo utilizgatoyavelmente devido a necessidade de
um meio rico em nutrientes, uma vez que a bact@sia muita energia para sobreviver em

um meio com trés antibidticos diferentes, pelagiieseletiva imposta pelos antibioticos.

2.4 Purificacdo da rHML e da rBTL por cromatografia de afinidade e de excluséo
molecular

Apoés eleitas as melhores condicdes de inducdo daeipas recombinantes,
culturas celulares foram feitas para producéo egalascala das proteinas de interesse. Para
0 processo de purificacdo foi levado em consideragécaracteristicas das proteinas de fuséo

presentes no plasmideo pET32a-TEV.

O plasmideo pET32a-TEV origina uma proteina deduséimada pela proteina
alvo, acrescida da proteina tioredoxina e de uigaett de histidina (histag — 6 X histidina).
Essa etiqueta foi explorada no processo de pugdiwdanto da rHML quanto da rBTL. Os
anéis de imidazol da histidina interagem com agasapositivas dos ions de niquel da resina,
através de interacdo ibnica, o que permite a pagéio da proteina de interesse atraves de
cromatografia de afinidade em coluna de niquel ilizallo (IMAC). Na tentativa de evitar
interacdes inespecificas com a coluna, ao tampa&muiéibrio foram adicionados 10 mM de
imidazol. Os picos de eluicdo foram obtidos a palei concentracdes crescentes de imidazol
(10 — 500 mM) e entdo analisados por SDS-PAGE (&gylv.8 e IV.9).

Figura IV.8: Cromatograma referente a aplicacédo da fracéo slotips lisados de células de
E.coliaplicados em coluna de niquel imobilizado (Histrap

mAU

3000

1000

o
A) 00 50 100 150 200 ml

115



Continuacao da Figura IV.8:
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HML e BTL, respectivamente A e Bampéo de equilibria PBS pH 7,4 contendo 10 mM
de imidazol, tampéao de eluicdo: PBS pH 7,4 conté&tifomM de imidazol, fluxo: 1 mL/min.
Em verde: gradiente de imidazol (10-500 mM), enl gaosorbancia a 280 nm).

Figura 1V.9: Perfil eletroforético das fracdes sollveis da rHMLda rBTL a partir de
cromatografia de afinidade em niquel imobilizado.
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HML e BTL, respectivamente A e B, obtidos a padtis frages retidas em coluna Histrap e
eluidas em gradiente de imidazol (10-500 mM). Osopd e 8 representam o marcador de
peso molecular para proteinas (10, 15, 20, 2%@%@,75 kDa).

Em seguida, as amostras eluidas da coluna dedtisemrrespondentes a rHML e
a rBTL, foram reunidas e concentradas a 1 mg/mguigdas por analise paiestern Blot,
para confirmagdo que as proteinas que se fixaramlina se tratavam realmente das
proteinas de interesse fusionadas a etiqueta tildirs(Figura 1V.10).
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Figura [V.10: Western blot de tioredoxina-HisrHML e tioredoxina-HisrBTL,
respectivamente 1 e 2.

A andlise do gel mostrou que as fragcfes retidahea de His-trap se tratavam
das proteinas rHML e rBTL fusionadas a etiquetahi#idina. As bandas de interesse
possuem um peso molecular aparente de 25 kDa ccaouesponde a proteina de fusao
tioredoxina com etiqueta de histidina, em tornd.di«Da, fusionada as proteinas de interesse
rHML e rBTL, ambas em torno de 9 kDa.

Portanto, com o objetivo de obter rHML e rBTL ligrda cauda de histidina e da
proteina de fusdo tioredoxina, as fracdes obtidasrdmatografia de afinidade em niquel
foram submetidas a clivagem proteolitica com agas¢ TEV. A TEV € especifica para a
sequéncia Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-GIn-Gly-Ala e possuma etiqueta de histidina. ApGs
incubagdo com a protease, a mistura foi recromafag@ em coluna de niquel a fim de

separar as proteinas clivadas das néo clivadagEVa

Dessa vez, a fracdo nao retida contendo a protieinateresse (rHML ou rBTL)
foi recuperada. As proteinas nao digeridas, a pr@tde fusdo e a protease TEV ficaram
retidas na coluna, gracas a presenca da etiquétistitbna. As fracdes néo retidas na coluna
foram reunidas e concentradas em tubos amiconkii@®3 submetidas a eletroforese SDS-
PAGE (Figura IV.11).
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Figura IV.11: Perfil cromatografico e eletroforético da rHML & dBTL.
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Cromatografia de afinidade em coluna His-trap dgsstides proteoliticas com TEV. Tampéao
de equilibrio: 20 mM de Hepes pH 7,5 contendo 180 NaCl, tampéo de eluigdo: 20 mM de
Hepes pH 7,5 contendo 150 mM NaCl com 500 mM delamol. Inserido gel SDS-PAGE
15% da rHML (2) e da rBTL (4); 1 e 3 representanmascadores de pesos moleculares.

As fracbes contendo as proteinas rHML e rBTL, digran processo de
concentracdo, apresentaram um alto indice de agiega que resultou na diminuicao
progressiva do rendimento. Tal caracteristica mmteatribuida, possivelmente, a exposi¢do
de regides hidrofébicas e a consequente interagé@oriolecular. Com o intuito de reduzir a
taxa de agregacéao, o volume da fracdo correspandetiML e a rBTL, obtida do pico ndo
retido da coluna Histrap, foi aumentado em cincazesecom 0 mesmo tampao de
solubilizagéo adicionado de 20% de glicerol pard&IL e 40% de glicerol para a rBTL.
Esse aumento permitiu uma maior protecao das caxgasstas e uma diminuicdo do contato
entre as regides hidrofobicas. As amostras tamioéamf periodicamente filtradas (entre os
passos posteriores) em membrana com poros de GRpgua a remocdo de quaisquer
agregados que viessem a ser formados e s6 forarerdoadas imediatamente antes de serem

utilizadas para as caracterizagdes fisico-quimicas.

Ambas as amostras foram analisadas quanto ao grdisgersidade por DLS. Os
ensaios mostraram que tanto a rHML quanto a rBTtano purificadas a partir de
cromatografia de afinidade em coluna de niquel cdonmas monoméricas, e em baixas

concentracdes, ndo apresentaram formacéo de agsed@arém, foi abservado um alto grau
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de dispersidade para concentracbes acima de 3 mdimie indicio de formacéo
agregados, onde eles foram bem mais rectes para a rHML que para a rBTLIém disso,
0s lesultados obtidos a partir de espectrometr massas mostram a formacéo de multim
para a HML e para a BTL, bem como uma forte tendéadormacéao de agregados, mt
provavelmente pela capacidade de mudancas nasspdisgulfeto entre os mondéme
vizinhos. Dados de ultracentrifugagéo anal da lectina selvagetdML também mostram

formacao de agregados protéicos (NAGAet al, 2005; CALVETEet al., 2000).

A partir da segunda cromatografia em coluna deehitanto a rHML quanto
rBTL foram consideradas puras e livres de contam@sa seno entdo utilizadas para

caracterizagdes fisiogdimicas

Para assegurar a pureza da rHML e da rBTL, uma atagrafia de exclusé
molecular usandoma coluna deSuperdex 75 para a rHML e BioSuite 250 para r foi
realizada. Tanto a rHML quanto a rBTe mostraram puras, livres de contaminantes e fi
isoladas em um Unico pico simét.. Apenas a rHML mostrou a presenca de for
multiméricas e de agregacda proteina (Figura 1V.12).

Figura 1V.12: Perfil cromatogréficda rBTL e da rHML em colunBioSuite 250 ¢Superdex
75, respectivamente.
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As colunas foram equilibradas e eluidas isocraticaen em tampao 20 mM de Hepes
contendo 150 mM de NaCl, pH 7,5. Foram aplicadds |B0de amostra a 2 mg/mL e o fluxo
foi conduzido a 0,5 mL/min.

A massa molecular da rHML e da rBTL, estimada paiusao molecular, ficou
em torno de 6 kDa e 7 kDa, respectivamente, enquguet por SDS-PAGE ambos ficaram
em torna de 9-11 kDa. Divergéncias entre massascumares estimadas por SDS-PAGE e
gel filtracdo ndo s&o raras. E sabido que a corsgéimé um fator a ser considerado durante a
migracdo de proteinas, tanto em SDS-PAGE quantogemfiltracdo. Pois, proteinas
globulares e muito compactas podem sofrer atraso sem migracdo durante uma
cromatografia de gel filtracdo. Tal carateristicangontrada tanto para rHML quanto para
rBTL, devido as inUmeras pontes dissulfeto, aléssalio carater acido dessas moléculas gera
uma migracao lenta em SDS-PAGE. Portanto, o pedecolar das proteinas apresentou-se
diferente quando estimado por eletroforese e pousdo molecular. Para a rHML também
foi verificado a presenca de agregados protéicou& 1V.12B, pico eluido de 40 a 50 mL)
qgue foram eluidos antes do volume da coluna. Eagesgados podem ter sido formados
durante o processo de concentracao protéica.

Paralelamente, ensaios de desnaturacéo térmiga feedizados com o intuito de
analisar as melhores condi¢cdes tamponantes dasirmaste, dessa forma, se evitar ou ao
menos amenizar o estado de agregacédo protéicdhefatdd/.3, mostra os resultados obtidos

com os diferentes tampdes utilizados.

De acordo com os teste de termodesnaturacao, a esé@bilidade para rHML foi
obtida com os tampdes 20 mM de Tris-HCI pH 7,5 en@ de Hepes pH 7,5, ambos
contendo 150 mM de NaCl. Para a rBTL a melhor agimtamponante ficou na faixa de pH
entre 7,0 e 8,5 com os tampdes 20 mM de Tris-HCY @120 mM de Hepes pH 7,5 e 20 mM
de bicina pH 8,5, todos contendo 150 mM de NacCl.
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Tabela IV.3: Tampdes utilizados nos ensaios de termodesnatudagdHML e da rBTL,

Tampao (20 mM) +

respectivamente.
s pr o
Acetato 50 76
Bis-Tris 5,5 76
MES 55 79
Malonato 6,0 78
MES 6,0 78
Bis-Tris 6,5 78
Hepes 7,0 78
Tris-HCI 7,0 79
Hepes 7,5 83
Tris-HCI 7,5 83
Tris-HCI 8,0 80
Hepes 8,0 80
Tris-HCI 8,5 78
Bicina 9,0 77
Caps 9,5 78
Caps 10,0 78

NaCl 150 mM PH m (°C)
Acetato 5,0 58
Citrato 5,0 57
Malonato 5,0 58
Cacodilato 55 59
Bis-Tris 55 57
MES 55 59
Malonato 55 58
Malonato 6,0 61
MES 6,0 61
Acetato 6,0 66
Bis-Tris 6,5 68
MES 6,5 70
Hepes 7,0 70
Tris-HCI 7,0 76
Hepes 7,5 76
Tris-HCI 7,5 75
Tris-HCI 8,0 79
Hepes 8,0 79
Tris-HCI 8,5 76
Bicina 8,5 76
Bicina 9,0 69
Caps 9,0 69
Caps 9,5 67
Caps 10,0 66

As faixas de pH que correspondem a uma maior égtde das proteinas estdo destacadas

em cinza.

Reconhecidamente, a agua do mar € levemente ala@alijue leva a maioria das

lectinas de organismos marinhos a apresentaremo atien atividade em pH neutro ou
levemente basico (PAJI@t al, 2002; MOURA et al, 2005; DRESCHet al, 2008).

Notoriamente, especula-se que as lectinas podeemgeshar funcdes tanto de maneira intra
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quanto extracelular (VASTAt al, 2008). A presenca de lectinas com atividadeatm pH
diferente daquele do meio circundante pode sugasgrtais lectinas se localizem em fracdes
subcelulares onde o pH predominante é diferentaalaglo meio. Os dados obtidos para a
rHML e a rBTL mostram que a faixa de pH 6timo pamabas as proteinas esta préximo ao
pH do meio onde os organismos foram coletados,spdégua durante as mares de sizigia. A
partir desses resultados, todas as caracterizéighas-quimicas foram feitas no tampéo de
preferéncia das proteinas.

Apesar de todos os esforcos nos ensaios de otidwizag expressao heteréloga da
rHML e da rBTL, o rendimento final da purificacam tle cerca de 2 mg de proteina soluvel
por quatro litros de cultura induzida para a rH®Hde 4 mg de proteina solUvel por quatro
litros de cultura induzida para a rBTL. Esses teslols podem ser considerados
insatisfatorios se compararmos ao rendimento ¢altras anteriores envolvendo a expressao
de lectinas de microalgas e de macroalgas, ondenaaria das vezes as proteinas
recombinantes apresentaram um bom rendimento (GIRBMAI et al, 2006; MASSI;
AHMAD, 2012; XIONG et al., 2006; Ll et al., 2011; GAOet al, 2010). Porém, tanto a
rHML quanto a rBTL foram expressas de forma soluiretes de corpos de inclusdo e se
mostraram ativas frente a eritrocitos de coelhmyasera descrito mais adiante. Com alguns
ensaios, foi possivel obter quantidade suficiereachbas as proteinas para as diferentes

caracterizag@es fisico-quimicas.

3. FERRAMENTAS PARA O ESTUDO DE INTERACAO LECTINA-C ARBOIDRATO
3.1 Atividade hemaglutinante da rHML e da rBTL

Para confirmar o correto enovelamento e a funcidadé da rHML e da rBTL,
foram realizados ensaios de hemaglutinacdo comsusensédo de heméacias de coelho a 2%

em solucdo salina. Esse teste é rapido, de fa&tibiizacdo e conclusivo.

A Figura V.13 mostra as propriedades hemaglutesmmta rHML e da rBTL
purificadas e concentradas a 1,0 mg/mL. A partiditiecOes seriadas, foi possivel calcular a
quantidade de unidades de hemaglutinacdo em solfdg&/mL). Considerou-se o
equivalente a 1 UH/mL a dultima diluicdo que aindaeaentava hemaglutinacdo nitida

macroscopicamente em relacdo ao controle negajivo (
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Figura IV.13: Propriedades hemaglutinantes da rHML e da rBTlpeetsvamentt
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Sangue de coelho &®2tratado com as enzimas proteoliticas tripsinae(papaina (P), N ¢
referente ao sangue néao tratado. C correspondeoat®les positivo “+” (HMLselvagem a
0,5 mg/mL) e negativo "(50 mM de Tris contendo 150 mM de NacC

A rHML apresentou maiortividade hemaglutinante quando em contato
eritrocitos tratados com tripsina ou papaina, sefetectada aglutinacdo até uma diluicéc
2* o que confere a prona uma atividade especifica d& UH/mg de proteinaSua
contraparte selvagem mostrou uatividade especifica bem mais elevada de 250 Ut
proteinaA rBTL apresentou maior atividade quando em contatu eritrocitos tratados co
tripsina, sendo detectada aglutinacdo até umacdiduie ® o que confere a proteina ul
atividade especificale 256 UH/mg de proteir Comparando com dados<a contraparte
selvagema atividade especifica foi de 19.692 UH/mg de pnateOs titulos mais elevad
para as lectinas selgens podem estar relacionadc gama de isoformas presentes
fracbes obtidas partir da cromatografia de troca anion A presenca de isoformas
lectinas de algaambém ja fc observada para as espéciesdserra(HORI et al.,2007),B.
seaforthii (NASCIMENTC-NETO et al., 2012; MEDINARAMIREZ et al., 2006), H.
japonica (HORI et al., 2000), B. plumosa(YON et al., 2008; Hanet al., 2010, 2011)E.
prolifera (AMBROSIOet al.,2012), entre outras.

As proteinas recombinante rHML e rBTL mostra-se fortemente capazes
aglutinar eritrécitos de coelho tratados com asneas proteoliticas tripsina e papaina, ¢
sangue nao tratado o titulo de hemaglutinacdo péadéabd evidente. Provavelmente,
carboidratos reconhecidos pela rHML e rBTL se etrawam “mascarados” pelo glicocéli

das hemacias e a exposi¢do dos mesmacconteceu apoés tratamento enzimatico. O mes
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verificado para as lectinas selvagens HML e BTL. ith& outras lectinas de alga
apresentaram um titulo de hemaglutinacdo mais eté@dpiando os eritrocitos foram tratados
com enzimas proteoliticas como as lectina€delerpa cupressoidg®INOUZ; SAMPAIO,
1991), Gracilaria ornata (LEITE et al., 2005), Oscillatoria agardhii (SATO et al., 2000;
SATO; HORI, 2009), etc.

Mesmo antes da clivagem da proteina de fusédo tigneal e da etiqueta de
histidina pela enzima TEV, ambas as proteinasdmi@a-Hig-rHML e tioredoxina-His-
BTL se mostraram capazes de reconhecer e aglghitabcitos, mas ndo com a mesma
intensidade, sendo constatado um aumento subdtaacdividade da rHML e da rBTL apds
a remocgdo completa da cauda de fus&o. Tal fato srd&tribuido ao bloqueio parcial do sitio
de ligacdo a carboidrato pela cauda, ou mesmoee@ites conformacionais causadas pela

presenca da mesma.

Os resultados mostram que a rHML e a rBTL possuemprigdades
hemaglutinantes, confirmando o enovelamento coeetoestado funcional das proteinas. E
interessante 0 questionamento de como lectinas mmémcas conseguem reconhecer e
aglutinar eritrécitos formando assim uma malhaiveismacroscopicamente. Provavelmente
essas moléculas, apdés concentradas, formem muwsmedas unidades monomeéricas,
provocando assim, a formagédo da malha de eritdoitgue caracteriza um teste positivo para
hemaglutinacdo. Multimeros das proteinas nativasL HMBTL j& foram detectadas por
espectrometria de massas (NAGAN®Oal., 2002; CALVETEet al., 2000). No organismo
vivo, por exemplo, nada impede que, sob determg;adaunstancias, como por exemplo,
apos as lectinas se ligarem a algum receptor dafétip celular, a conformacéo e o estado de

oligomerizagdo das mesmas possam ser alterados.

3.2 Andlise da especificidade paglycan-array

A técnica deglycan array desenvolvida peloConsortium for Functional
Glycomics(CFG) é uma técnica rapida, colocada a disposiedoochunidade cientifica para
estudar as interacdes entre uma gama de imporigieares e lectinas, enzimas, anticorpos,

RNAs, virus, bactérias e etc.

Lectinas de diferentes origens apresentam a cauidde reconhecer
especificamente mono e oligossacarideos inexeste&mt organismo de origem, mas

abundantes em outros organismos. Em vegetaigxeonplo, a especificidade encontrada em
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lectinas encontra-se direcionada para carboidfaiesentes em potenciais patdgenos, como
bactérias, virus e fungos, e parasitas, como igsetnimais, etc. Em algas, a grande
estabilidade devido as varias pontes dissulfetocapacidade de reconhecer principalmente
estruturas de glicoconjugados complexos, como eseptes na superficie das células de
bactérias, virus e fungos, direciona essas pratdarabém, como moléculas de defesa, e
como moléculas de potencial biotecnoldgico a sploeado. Nesse contexto, o conhecimento
dos receptores oligossacaridicos torna-se de sumpartancia para a compreensdo do
mecanismo de interacdo com esses ligantes natsraasdistribuicdo, estrutura e funcéo

bioldgica, bem como para a concepcédo de glicomoometjue permitam entender e manipular

essas interacoes.

Os métodos de analise de especificidade dispond/€bnsortium for Functional
Glycomics (CFG) permitem testar um grande numero de oligesgens, incluindo
diferentesN-glicanos do tipo complexoN-glicanos ricos em manos€-glicanos, entre
outros. rHML, HML, rBTL e BTL foram marcadas comfloor6foro Alexa Fluor-488 e
enviadas para andlise. Mais de 600 oligossacariideas) testados pelo método glycan
array. Quatro concentracdes diferentes das lectinasnfaridlizadas 0,21g/mL, 2,0 ug/mL,
20,0pug/mL e 200,Qug/mL.

Os dados observados para a BTL selvagem (Figurd4A). mostram uma
especificidade restrita pahglicanos complexos contendo o nucleo de fucosldlyéan1-
6(Manl-3)Marl-4GIcNAJ1-4(Fual-6)GIcNA®). A afinidade de ligacdo para esdés
glicanos foi afetada pela existéncia de bisecta#ds$duos de GIcNAc, onde a baixas
concentracgdes (0,2 pg/mL ou 2,0 pg/mL), o sindlluterescéncia foi perdido, porém a altas
concentracdes (200 pg/mL), o sinal foi recuperadeando a afirmacéo que a BTL foi capaz
de reconhecer quase todosNaglicanos complexos contendo o nucleo de fucosildgs-6)
utilizados nesse estudo. Muito provavelmente, Bariha preferéncia pelos néo bisectados
glicanos, implicando que a ligacdo da lectina adenide fucosilagdal-6) pode ser afetada
por uma interferéncia estérica da ramificacdo. Ameeconclusdo pode ser tirada pardos
glicanos tetra-antenados, no qual a BTL ndo apreserenhuma especificidade de ligacao.
Dos N-glicanos analisados, também foi verificado quedtina tem uma especificidade nata
por N-glicanos bi- e triantenados de cadeia curta, gqelerayacéo dos bracos dos triantenados
diminui a afinidade em relacdo a elongacdo dososrags biantenados. Outra concluséo diz
respeito a adicdo de unidades de acido sialiceemoinal ndo-redutor dos glicanos, o que

influencia de forma positiva a especificidade dgadfo da lectina. BTL também néo
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apresentou especificidade de ligagdo a nenhum dltjlecano fucosilado que ndo possua o
nucleo de fucosilacda{-6).

Para investigar mais precisamente essa especificida BTL, outra analise foi
feita pela equipe do Dr. Niels Reichard da Unidade de San Sebastian, na Espanha. BTL
mostrou uma ligacao exclusiva a glicanos com oeuide fucosilacadaul-6), a bifucosilacao
(al-3) e (1-6) também foi reconhecida, porém a ligacdo fohgletamente abolida na
presenca apenas da fucosilacdd-§). Dessa forma, podemos concluir que BTL €
estritamente especifica pahglicanos complexos com o nucleo de fucosilacéb-6)
(Figura 1V.14B).

A especificidade da rBTL também foi analisada naesmmas condigdes
experimentais da BTL. Os resultados apresentadografico seguinte (Figura IV.14C)
mostram que a lectina recombinante possui a messpecificidade de ligacdo a
oligossacarideos do tipdl-glicanos com o nucleo de fucosilacé@l{g) que a lectina
selvagem, apenas se mostrou menos ativa, o que gavdeerificado pela fluorescéncia

relativamente baixa se comparada com a lectinageha na mesma concentracao.

Figura IV.14: Glycan arrayda BTL e da rBTL.

6500 : ;
BTLnative 2pg/ml Slide#15841 CFG#2673 v5.1 Alexa488 10/2/12 HJ
5000 - oGle BGlcNAc @Man
LW
5500 4 #NeuSAc OGal AFuc
L ]
A
5000 - = o=
LN ]
) 3 b T
4500 - . an
s 4 i
LR -n Bees v -
¥ .. .
4000 - .
= : : T [ |
= -n b =
£ 3500 - W 7 — R .. T L1
z " T/ " e s . s
ce wa J '] e e - P= 4
En 3000 - i | ') ¥ ¥ = 8 'y
2 N\ P . [} s E . i
o 2 ] [ '.‘ ‘ am T
2500 - LE L b Y
(%] / - .
) " ¥ i
2000 - L ‘ Y
vy Bea / s
- an .0
1500 - ¥, v ran "
. L] '|' - LV 4 L L B |
L] - ¢ 5 L] ]
w00 { | ® N = S .. X .
\ L]
\‘ ¢ % \ .
n H \ N
500 4 |
0 u-[-n— -[ TT7: 1}TT T T Tl L. TTT TH L— =/
T e e e | e e e e S S e e B e B e i 0
0 343 348 353 358 363 305 437 437 432 437 442 447 451 457 462 467 472 477 482 520 573 578 583 588
A) Chart Number

126



B)

C)

oGlc BGlcNAc ®Man

BTL (50 pg/mL) oNeusAe 0Gal  AFue

45 -

10 -
35 -
30 -
25 - i

20 A

RFU/1000

15 4

thNCONU\mCIHNNCOU\CIDHL.'\‘VDHNm o @ o N v—(NMVLﬂMP‘HVI‘HVmNBONCO\DU\VU\Nmmﬂlmﬂ.l_,nI:LJ
mEpe e e SR e Ro B RN enany DNOESRYY YTy TR as Aoy Yy Sn os0 s LEn a3y
pepnaueas Jllenn I0dann ihat et et tanernant ndananannnant o837
%%%%E}$$Ewuom$%§ugﬁ$tﬂ$$$ mmmmmmmmammmmmmw_m_mammmmmtgm%tgﬂmm 5 %
=z==W0 L RZaT P
fzq moo® : = ome Em EmeO @0 oo gy NN
e 00 © o} o oooo 'BERN N W) ® o d @ @0
hd ¢ ' : 9 o 9 : 9 ® hd
& /] B =] ] ] 2]
" > B Ib . lb- - <Bp <> qh-«un- <B> <> < B>

kSSG 105 $57-6 SSS 10 558-33 SSS 34 SSS 35 558-39 558-36 558-32 S58-40 $58-41 SS8-42 S558-43 $58-44 SS8-45

g BTL-recombinante 2ug/ml Slide#15843 CFG#2673 v5.1 Alexa488 10/2/12 HI
650 -
oGle BGlcNA: @Man
600 -
#Neu5Ac 0Gal AFuc
550 - "
500 - :: :-:
o (b8
g LB N} \
2 400 - ™ g L)
= / ST : ..
Eaol B |1/ . ] ¥
ae | N H
% \ (] o i & _ ¥ L : :
£ 300 - \ 7 11 Bl 2 44 Ty T [eeL s
i == L] £ e T e
250 - L ¥4 i " e - i -k T T
Al SRR AR LA
200 - 11 i T/ wod S b ':' = '\ 7 ‘ 4 1
i Lr - i T .
150 - ks t / v ) s
3 \ I .
b \ e :
w0 | ! Y \ v
50 - I “' ‘\\ ‘}' ] wa
i ..{JT.T.TTTT.T.T.T 3 TTWTTTTTT T M TTT” ‘ TTTTT.T.TTTTTTTTTTTTTTTI T IITTTTTTTWT 1 Hrﬁ 11 4 IT ..... RHNRRE Y
o 343 348 353 358 363 385 423 428 433 438 443 448 453 458 463 468 473 478 483 540 574 579 584 588
Chart number

Ligacdo da BTL (A) e da rBTL (C) (2 pg/mL) a todos carboidratos disponiveis dtycan array,

versdo 5.1, do CFG (1 a 610) versus RFU (unidaglatvas de fluorescéncia). O resultado completo

incluindo a lista de oligossacarideos esta disgbréwmn (http://www.functionalglycomics.org/). (B)
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GlycoWork(CERONIet al, 2007).
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Para a HML as mesmas conclusdes quanto a espdaifecde ligacao estrita para
N-glicanos complexos com o nucleo de fucosilagéb-6) foram obtidas (Figura I1V.15).
Porém, para a lectina recombinante (rHML), naogpfussivel caracterizar sua especificidade
de ligacdo a carboidratos pgliycan array Como dito anteriormente, rHML possui uma forte
tendéncia a formacao de agregados, aléem de sev msiével, o que pode ter ocorrido, uma
vez que nao foi possivel obter um perfil de ligagdara esta lectina. Ensaios de
ultracentrifugacdo analitica mostraram uma foneléacia da HML a formacgéo de agregados
a pHs basicos (NAGANGEt al, 2005). Provavelmente a rHML né&o tenha se mardgsiavel
apos marcacao com Alexa Fluor-488, onde a lecthadlubilizada em tamp&o 100 mM de
bicarbonato de sédio pH 9,0. Mesmo gque ela tenhdiduasua atividade hemaglutinante logo
apds a marcacdo, porém com o tempo e o transpmtk ter ocorrido a formacdo de
agregados. Talvez uma marcacao da rHML com biotjoe,é normalmente realizada a pH
neutro, seja 0 mais apropriado para determinar rél e ligacdo a carboidratos dessa

proteina poglycan array

Figura IV.15: Glycan arrayda HML.
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oligossacarideos foram feitas a partir da plataéaBiycoWork(CERONIet al,2007).
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Especificidade semelhante as encontradas para HMATle também foram
relatadas para as hypninas, lectinas da alga naavieimelhaH. japonica A especificidade
de ligacdo a oligossacarideos dessas lectinasvestigada por cromatografia de afinidade
frontal (FAC -Erontal Affinity Chromatography com oligossacarideos piridilaminados. Nos
experimentos, HJA1, HJA2 e HJAS se ligaram espeuifiente &N-glicanos complexos com
0 nucleo de fucosilacdonl-6) e ndo se ligaram a outros oligossacarideosiegaos
contendo ¢1-2), @1-3) ou (1-4) fucose. As trés hypninas mostraram quase onmeerfil
de afinidade e especificidade entre si por oligeemsddeos, o que implica que a diferenca de
trés aminoacidos na sequéncia primaria das hypnigagsta relacionada a especificidade de
ligacdo a carboidratos (OKUYAMAL al, 2009; KOBAYASHIet al.,2012).

As comparacdes de sequéncias das estruturas @sna@BTL e das HIJAs (1,2 e
3) revelaram similaridades entre si e também comtecmas deBryothamnion seaforthida
Costa do Brasil (BSL2, BSL3 e BSL4), e da CostaCdoibe (BSHV1, BSHV2, BSHV3 e
BSHV4) (NASCIMENTO-NETO et al., 2012; MEDINA-RAMIREZ et al., 2006). Em
contrapartida, ha consideraveis diferencas estigt@ntre lectinas das macroalgas marinhas
vermelhasH. musciformis e H. cervicornencontradas na costa do Brasil, e a lectina da alg
H. japonicada costa do Japdo (NAGANE@ al, 2005b), apesar das semelhancas quanto a

especificidade de ligagédo a oligossacarideos apsetaes nesse trabalho.

A Figura IV.16 mostra o alinhamento de sequénaiesguias de lectinas de algas
semelhantes a HML e BTL. As lectinas sdo compqxta®0 a 91 residuos de aminoacidos e

compartilham uma posicdo comum de quatro reside@ssteinas.

O alinhamento da sequéncia da BTL com um banccadesdno BLAST revela
83% de identidade e 93% de similaridade com as Bfekttinas isoladas da alga vermelha
Bryothamnion seaforthila Costa do Brasil, 72% de identidade e 81% d#asidade com as
BSHVs, lectinas isoladas da alga vermelmgothamnion seaforthiila costa da Venezuela e
33% de identidade e 57% de similaridade com as Hld&tnas isoladas da alga vermelha
Hypnea japonicaalém das heterogeneidades entre suas propriagiss.

HML e HCA (Lectina isolada da alga vermelHa cervicornig apresentam 55%
de identidade entre suas sequéncias e 80% de riilaila, aléem da existéncia de duplicacédo
interna de dominios. Seis cisteinas conservadasaéa dominio podem formar trés pontes
dissulfeto intracadeia e um Gnico residuo de ciateb N-terminal cy§ e outro no dominio
C-terminal cy§' podem formar uma ponte dissulfeto intersubunidadeno sugerido por
Naganoet al., 2005b. HML nao tem similaridade de sequéncia cerhygpninas, exceto na
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posicdo de quatro residuos de cisteinas. HML e faibém n&o compartilham similaridades

de sequéncia entre si.

Figura 1V.16: Alinhamento de sequéncias polipeptidicas de lestide@ macroalgas
vermelhas.
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O alinhamento foi feito utilizando o programa weBESt (GOUET et al, 1999). A) Dados de
sequéncia para as BTLs, lectinas Bigothamnion triguetrum(CALVETE et al., 2000), BSLs,
lectinas deB. seaforthii(NASCIMENTO-NETO et al, 2012) isoladas da costa do Brasil, BSHVSs,
lectinas isoladas dB. seaforthiida costa da Venezuela (MEDINA-RAMIREZ al., 2006), hypninas,
lectinas deH. japonica (HJA1l- JC5773, HJA2- JC5774 e HJA3-P85888) (H@RIal, 2000 e
OKUYAMA et al, 2009). B) Dados de sequéncia para a HMLHgenea musciformigP84871) e
HCA deH. cervicornis(P84870) (NAGANCet al.,, 2005).

A superficie das células dos organismos é cobestaapundantes e diversos
carboidratos, por causa dessa diversidade estruasses carboidratos tém um importante
papel nos fendmenos de reconhecimento biolégicdaio, algumas lectinas tém um valor
particular como marcador especifico, para inveséigada distribuicdo, estrutura e funcao
biologica das cadeias de carboidratos na supediessas células. Isso é devido a grande

especificidade de lectinas aos mais diversos aanditoss.
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Vérias lectinas com propriedades de ligacdo a ioosao nucleo de fucosilagéo
(01-6) tém sido obtida de varias fontes: lectind dius tetragonolobud_TA), Ulex europeus
(UEA-1) (revisado por MATSUMURAet al.,2007),Lens culinaris(LCA-1), Pisum sativum
(PSA) (TATERRO, NAKAMURA; HIRABAYASHI, 2009) de platas, Aleuria aurantia
(AAL) (WIMMEROVA et al., 2003), Aspergillus aryzag AOL) (MATSUMURA et al.,
2007), Ralstonia solanacearunfRSL) (SUDAKEVITZ, IMBERTYU; GILBOA, 2002) e
Pholiota squarrosgPhoSL) (KOBAYASHIet al.,2012) de fungosBurkholderia ambifaria
(Bambl) (AUDFRAY et al., 2012) eB. cenocepacigBC2L-C) (SULAK et al, 2011) de
bactéria. Porém, nem sempre a especificidade dedlayao nucleo de fucosilacad{6) é
guardada. AAL, por exemplo, reconhece fucos#-3), (@1-4) e (1-6); UEA e LTA
reconhecem fucoseX-2); LCA reconhece a forma nativa de fucask-§) com um braco de
manose; e AOL e PhoSL sé&o as unicas que reconhiecese (1-6) mais especificamente.
AAL, AOL e LCA tém sido utilizadas como marcadouwes carboidratos para o nucleo de

fucosilacdo em glicoproteinas e sdo moléculas coaleaveis para esse fim.

Estruturas fucosiladas s@o conhecidas por estamrolvedas em inameros
eventos biolégicos. A fucosilacdo é largamenteritisida em tecidos de mamiferos e €
alterada sob determinadas condi¢cbes patoldgicadN-ghtanos presentes em vertebrados, a
principal modificacdo no nucleo é a adicdo de um@se ¢1-6) a uma unidade ds-
acetilglicosamina adjacente a asparagina do niéeducosilagdo (VARKIet al, 2009).
Esse nucleo atrai a atengdo como um marcadorocdéiccancer humano. Ele funciona como
um biomarcador para hepatocarcinoma celular dexzidtevada quantidade da fucosilada
fetoproteina (AFP-L3) nesse tipo de cancer (MIYO®HAL, 2008). Também € conhecido
gue o contetdo do nucleo de fucosg-§) aumenta com a tumorogénese do tecido, como de
figado, pulméo e estbmago, aléem de afetar a efi@éta citotoxicidade celular dependente
de anticorpos (SHEILDSt al, 2002).

Os resultados obtidos paglycan array mostram que as lectinas de algas
vermelhas HML e BTL possuem uma estrita especdubédporN-glicanos complexos que
possuem 0 nucleo de fucosilacadl-6) e, dessa forma, indicam que essas lectinas séo
potenciais candidatos para detectar o nucleo desifacdo em glicoproteinas na superficie de
células animais bem como no diagnéstico de cancemn® reagente para a preparacao e o
controle de qualidade de anticorpos que perdem atemifucosilado deN-glicanos. Um
marcador que especificamente detecte o nucleo duds6) € importante para entender o

papel dessa estrutura oligossacaridica.
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A significancia biologica da especificidade resatrile ligacdo aN-glicanos

complexos com o nucleo de fucosd-g) ainda é desconhecida.

3.3 Andlise da interacdo da BTL com Fuc-Octa por S3-RMN

A andlise da interacdo da BTL com o octassacariffce-Octa) (GICNAB1L-
2Mam1-6(GIcNAg1-2Marul-3)Marpl-4GIcNAPBL1-4(Fual-6)GIcNAd}) mostra que
alguns prétons do ligante estdo mais proximos da @ie outros. H4, H5 e H6 da fucose, o
grupo acetil do GIcNAc2 e, em menor intensidadd2ala manose do braco B (1-6). O efeito
STD mais forte foi observado para H4, H5 e H6 da$e sugerindo que estes protons estao
mais proximos ao sitio de ligacdo da proteina (@idgy.17). Dessa forma, um efeito STD foi
observado para a BTL saturada com o octassacafdedOcta contendo o nucelo de

fucosilacédo ¢1-6), confirmando os resultados obtidos glycan array

Figura IV.17: Espectro STD-RMN da BTL com Fuc-Octa.
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Espectro de referéncia (vermelho) e espectro STINRpeto) de Fuc-Octa na presenca da
BTL. B representa a regido destacada em A ampliada.

4. ENSAIOS DE TOXICIDADE da HML, rHML, BTL e rBTL
4.1 Letalidade contraArtemia sp.

As lectinas HML, rHML, BTL e rBTL testadas a difetes concentracdes (12,5
png/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ou 100 pg/mL) ndo aprem@am toxicidade contrArtemia sp.
em nenhuma das concentragdes utilizadas, nem nesmpots de 48 horas de incubacdo com
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0 microcustaceo, sugerindo que tanto a HML e a rHidino a BTL e a rBTL foram indcuas

nos testes de letalidade contra as artémias

Contudo, poucas lectinas de algas foram avaliadasitq a toxicidade sobre
nauplios. Esse teste foi realizado com a lectinalga marinha vermelh&mansia multifida
(AML) que também ndo mostrou toxicidade contra @rourustaceo (SILVA, 2010) e as
lectinas da alga verd€odium isthmocladuntCiL-1 e CiL-2. Nos ensaios CiL-1 e CiL-2
também ndo mostraram toxicidade nas primeiras Baship teste, e apos 48 horas, somente a
CiL-2 foi téxica com uma Ciy de 30 pg/mL, apresentando um nivel de toxicidade
significativo contra o microcrustaceo (SILVA, 2018)ao parece haver relacéo entre alguma
caracteristica marcante da lectina e o grau deittade que a mesma apresenta contra

nauplios.

Artemia sptem sido largamente utilizada em testes de toxitgce de letalidade,
por se tratar de um animal de facil manutencédo endicées de laboratério e de ampla
distribuicdo. Esses testes sdo amplamente utikzadono indicador de citotoxicidade de
compostos bioativos. Tal toxicidade esta diretameptacionada a diversas propriedades
biologicas, incluindo atividade anti-HIV, atividadmseticida, pesticida e antitumoral
(CARBALHO et al, 2002; NUNESet al, 2006).

O Instituto Nacional do Cancer/USA mostrou que smlep correlacionar
toxicidade contra artemia e a inibicdo de crescimee células cancerigenas (ANDERSON
et al, 1991). Desde entéo, o ensaio de toxicidade &émtemia sptem sido utilizado como
teste preliminar para compostos com possiveis agiles antitumorais (BAGYA,
RAJASHREE; SAM, 2011). Porém, ndo se pode genarakssa afirmacdo, ensaios de
compostos contraArtemia sp. que mostram letalidade contra o microcustaceo nao
necessariamente serd um alvo na inibicao do crestinde células cancerigenas. O inverso
também é verdadeiro, ensaios de compostos cAnteania sp.que ndo mostram letalidade
contra 0 microcustaceo ndo exclui a possibilidade uma acdo toxica dessas moléculas
contra células cancerigenas, como foi 0 caso ohderios ensaios de MTT com a lectina

HML e sua contraparte recombinante rHML, descriseg@uir.

4.2 Cultura celular e ensaio colorimétrico MTT

Os resultados do ensaio de MTT mostraram que ®agéo com as lectinas HML
e rHML diminuiu a viabilidade das células A549 ehbras de tratamento (Figuras 1V.18A
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e IV.18B). Ainibicdo do crescimento celu apds o tratamento cokiML e rHML foi cerca
de 20% em 48 horasporém ndo foram observadas diferen¢ entre as diferentes
concentracoes testadas.

O tratamenta@om acslectinas BTL e rBTL mostrou untandénci para o aumento
da citotoxicidadeas 24 48 h, mas esta tendéncia nfim significative nas diferentes
concentracdes testaddsguras IV.1{C e 1V.18D). O tratamentoom BS/ ndo apresentou
citotoxicidade contraélula: A549 (dados ndo mostrados).

Figura 1V.18: Efeito da citotoxicidad de HML, rHML, BTL e rBTL contra células A549
investigados por ensaio 0T T.
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A) HML; B) rHML; C) BTL e D) rBTL. (*) Indicam diferencaignificative entre os tempos
de tratamento (24, 4872 hora). A diferen¢&oi considerada significatir em P< 0,05.

Certamente uma acao citotoxica de HML, rHML, BTEBAL contra a linhager
A549 nao é aplicacdo biotecnologica mais indicada para essaimihs. lorém, nada impede
uma acéo de reconhecimeicelular desencadeado por uma interadd@® lectinas estudadas
com as células em ques, uma vez que, reconhdamente, adenocarcinos de pulmao

apresentammiveis consideraveis de glicoproteinas com o nudeofucosilagdc(al-6).
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Considerando que HML, rHML, BTL e rBTL reconhecemfdrma estritamente especifica o
nucleo de fucosilacam{-6), essas lectinas poderiam funcionar como glicoarcadores de
adenocarcinomas de pulmao. Porém, experimentosmdeee conduzidos com o intuito de

averiguar essa possivel aplicacéo.

Em estudos realizados por Pingd al (2009), BTL foi capaz de diferenciar
variantes celulares de carcinoma de colon humade omucleo de fucosilacdal(6) tém
seu nivel aumentado nos estagios iniciais do debdeémento do cancer de colon, e

subsequentemente diminui na fase metastatica.

5. ENSAIOS DE CRISTALOGRAFIA

Para os ensaios de cristalizagdo, rHML (4 mg/muB€L (6 mg/mL) foram
submetidas ao screen inicial com os kits de cisigdio da Hampton research, Midas e
Morpheus (Crystal Screen | e™l). Apds seis semana de montagem das microplacas foi
obervado um microcristal da rBTL somente na cordit® M LIiCl, 0,1 M Tris pH 8,0
contendo 10% PEG 6K (Figura IV.19A). Este cristai imerso na solugdo mae,
suplementado com 30% de PEG 6K antes de seremado®@m umdétholoop (Molecular
dimensdes Ltd.) e congelados em nitrogénio liquiBdL difratou a 15 A na linha de luz
ID14-4 do ESRF equipado com um detector de ADSCn@ua 4. Estes resultados
confirmaram que era um cristal de proteina, masalucédo nao foi suficiente para coleta de
dados. Depois de obter o primeiro cristal, ten®ueproduzi-lo manualmente e otimizar as
condicOes de cristalizacao a fim de obter um drestatamanho adequado para os ensaios de
difracédo. Infelizmente, a formacdo do cristal nao gdequada e o padrdao de difragéo foi
fraco, com resolucdo de apenas 15 A e, portantocamunto de dados de qualidade que
permitisse a resolucdo da estrutura da lectinap@@ie ser coletado (Figura 1V.19B). Por
vezes, é dificil reproduzir os cristais obtidos eanogotas. Sa4o necessarios estudos de

otimizagOes mais avangados.
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Figura IV.19: Microristal de proteina da rB".

A) B)

A) Um microcistal da rBTL foi obtido a partir da cogéo 1,0 M LiCl, 0,1 M Tris pH 8,
contendo 10% PEG 6KAs gotas (00 nL) foram preparadas por um robd de cristaliag
montadas sobre uma superficie plasticas e seladme sma placa de microtitulagcéo.
Difracédo do microcristal da rBTL a ‘A.

A lectina selvager de H. musciformis(HML) possuium conjunto dedados
obtidos & partir do cristal difratado por raio: a 2,4 A de resolugi, porém néo teve sua
estrutura terciaria resolvida, dado que o problefaa fases ndo pbéde ser resolvido
substituicdo molecular, uma vez que nao existetmbiexcom similaridade siLciente com a
HML com estrutura tridimensional resolvidFazse necessario a utilizagdo de ou
meétodos para resolucdo do problema de fases. Aenmasde 16 atomos de enx,
provenientes das cisteinas e metioninas da segude aminoacidos da HML, oderia
permitir a eliminacdo do problema de fases utililcam sinal andmalo do enxofre par:
coleta de dados pelas técnicas de S(Difracdo andmala em um Unico comprimento
onda) e MAD(Difragdo anémala em multiplos comprimentos de §. A mesma condi¢cao
que proporcionou o crescimento de cristais parda Fbi testada para a rHML, bem cor
algumas otimizagbes da condic¢ao inicial, mas t@asentativas falharam ndbtencdo de
cristais da proteinap que pode ter ocorrido devido ao problema de acdo, descrtito
anteriormente. Apenagistais e sal foram obtidos. Portanto, faztsecessario estabilizia
rHML para evitar esses problemas antes de conticom osensaios de cristalizacao

forma recombinante.
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CAPITULO V: CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A concepcao e execucdo desse trabalho de tesetipesindiescricdo completa da
clonagem do gene sintético e producédo heterdlodaati@as das algas vermelhas marinhas
Hypnea musciformi@HML) e Bryothamnion triquetrunfrBTL).

As proteinas recombinantes rHML e rBTL foram pradag em sistema
hetet6logo dé&scherichia coli Apesar do baixo rendimento final de purificagd®resultados
foram considerados satisfatorios, uma vez que t@mmkdML quanto a rBTL foram expressas
de forma soluvel, livres de corpos de inclusa@ ensstraram ativas frente a eritrécitos de
coelho. Com alguns ensaios, foi possivel obter tipleste suficiente de ambas as proteinas

para as diferentes caracterizacdes fisico-quimicas.

A producédo da HML e da BTL recombinantes poderatrdmir com uma
diminuicdo no extrativismo dessas algas no litblatdestino, bem como a possibilidade de

producao dessas proteinas em épocas do ano dsezsdassas algas, devido a sazonalidade.

Nos ensaios deglycan array HML, BTL e rBTL mostraram ter uma
especificidade restrita a oligossacarideos complerm o ndcleo de fucosilacéwl(6) com
uma preferéncia sobretudo gedglicanos ndo bisectados, bi- e triantenados deigadirta.
Formas sialiladas ao terminal ndo redutor dos miisatambém influenciaram de forma
positiva a especificidade de ligacdo das lectikata foi a primeira caracterizacéo de lectinas
de alga poglycan array Uma interacdo da BTL com um octassacarideo cdatemucleo
de fucosilacdo ofl-6) também foi verificado por STD-RMN. Tomando aprbase esses
resultados, HML e BTL podem ser vistas como possiaevos glicobiomarcadores para
deteccdo do nucleo de fucosilacat-6) em glicoproteinas na superficie de célulamais,
podendo ainda ser utilizadas como uma ferramenptadrioldgica na deteccéo e diagnosticos

do cancer.

A significancia biologica da especificidade restrile ligacdo aN-glicanos
complexos com o nucleo de fucosilacad-6) para essas lectinas ainda é desconhecida, mas
podemos aventar uma relacao de proximidade queckess® de oligossacarideo deva ter com

o ligante natural da lectina em seu modo de ag&d(eno ou exégeno).

O estudo dessas lectinas de algas e sua carag@eribéoquimica forneceram,
portanto, informacfes importantes sobre as intesagioteina-acucar e a especificidade a

oligossacarideos complexos, ponto de partida pargreender os mecanismos de acao, de
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reconhecimento e afinidade por esses acucares.vgmem posse dessas informacdes, a sua
capacidade de reconhecer glicanos envolvidos emt@s/diolégicos interessantes, desde a
investigacdo de sua funcdo no organismo de origemmo em aplicacdes biotecnoldgicas,

podera ser entendida, amplificada ou revertida.

O maior desafio agora sera tentar responder a mprgoioldégica sobre a
importancia dessa interacao para o organismo derarique eventos estao relacionados, em
que etapas da vida e como pode ser melhor exploEske trabalho fornece informacdes
significativas que somam aos estudos de lectinasaeoalgas marinhas. O conhecimento da
forma recombinante das lectinas, aliados ao comtetb de como se da sua interacdo a
oligossacarideos complexos, sdo importantes fentasale partida para essa abordagem. A
analise da especifidade dessas lectinas frente@sshcarideos diversos, além dos aspectos
estruturais e termodinamicos envolvidos nas inf@s¢ poderdo contribuir para o
entendimento de como se da o reconhecimento deideatos envolvidos nos mais distintos
processos bioldgicos por lectinas. Esses estudolsrdio a compreender melhor as lectinas
desses organismos, suas funcbes, modo de acdo, cbem possiveis aplicacdes

biotecnoldgicas.

Nos ensaios de citotoxicidade, HML, rHML, BTL e rBThao apresentaram
toxicidade contra nduplios deatemia sp, nem mesmo contra células de adenocarcinoma de
pulmdo A549. Experimentos devem ser conduzidos @antuito de averiguar um possivel
aplicacdo dessas lectinas como glicobiomarcadoega pélulas da linhagem A549 de

adenocarcinoma de pulméao.

O primeiro cristal de rBTL foi obtido em micro ekcatravés da utilizacdo de um
robd de cristalizacdo. Infelizmente, a formacgéocdstal ndo foi adequada e o padrdo de
difracdo foi muito fraco e, dessa forma, um corgudé¢ dados de qualidade que permita a
resolucdo da estrutura da lectina ndo péde setadoleO caminho para a resolucdo da
estrutura cristalografica de rHML e de rBTL pode seemprego das técnicas de MIR
(Multiple isomorphougeplacement SAD ou MAD, o que faz necessério a obtencaoade c
cristais complexados com metais pesados. Visansiolves a estrutura tridimensional da
rHML e da rBTL, novos experimentos de cristalizag&édo conduzidos para obtencao de

cristais de qualidade passiveis de difracéo.

Os resultados presentes nesse trabalho tornarasivglos® redagdo de um
manuscrito em lingua inglesa que serd submetidopalicacéo.
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OUTROS TRABALHOS REALIZADOS DURANTE O DOUTORADO

O trabalho envolvendo a producdo heterdloga damédscdas algas marinhas
vermelhas deHypnea musciformis(rHML) e de Bryothamnion triquetrum(rBTL), a
caracterizacao fisico-quimica dessas lectinastunlesla especificidade a oligossacarideos e
a toxicidade dessas moléculas foi utilizado padégneesse trabalho de tese, por reunir dados
desenvolvidos pela colaboracdo das equipes braséeirancesa por ocasido do estadgio em
co-tulela de tese, mas durante o periodo do daldprautros projetos também foram
executados envolvendo lectinas vegetais e animaidJmiversidade Federal do Ceara,
gerando no total seis publicacfes incluindo autere-autoria. Em relacdo a esses sujeitos,
foram geradas as seguintes publicacdes, disponimisrevistas cientificas indexadas,
segundo descrito abaixo, além de outras quatragagbles, resultado de trabalhos em co-

autoria durante o periodo de estagio em iniciag@@uitica e mestrado.

Alves-Filho, J. G.do Nascimento, A. S.Gondim, A. C.; Pereira, R. H.; da Cunha, R. M;
Nagano, C. S.; Teixeira, E. H.; Nascimento K. Say&la, B. Slsoform characterisation,
heterologous expression and functional analysis of two lectins from Vatairea macrocar pa.
Protein and Peptide Letters, v. 20(11), p.12042003.

Janior, V. R. P.; Santiago, M. Q.; Osterne, V. J. &orreia, J. L. A.; Cajazeiras. J. B.;
Vasconcelos, M. ANascimento, A. S. F.Miguel, T. B. R.; Miguel, E. C.; Sampaio, A. H.;
Nascimento, K. S.; Nagano, C. S.; Cavada, BRuUsification, Parcial Characterization and
Immobilization of a Mannose-Specific Lectin from Seeds of Dioclea lasiophylla Mart.
Molecules, v. 18, p. 10857-10869, 2013.

\lv.°}

Rangel, T. B. A.; Rocha, B. A. M.; Bezerra, G. Assreuy, A. M. S.Nascimento, A. S. F.
Bezerra, M. J. B.; do Nascimento, K. S.; NaganoSC.Sampaio, A. H.; Delatorre, R.;
Fernandes, P. M. B.; Cavada, B.(3ystal structure of a pro-inflammatory lectin from the
seeds of Dioclea wilsonii Standl. Biochimie (Paris. Print), v. 94, p. 525-532, 2012

Nascimento, A. S. F.Cajazeiras, J. B.; Nascimento, K. S.; Nogueird].S.; Teixeira, E
H.; Melo, L. M.; Cunha, R. M. S.; Silva, A. L. CGavada, B. SExpression, purification
and structural analysis of recombinant rBdh-2His6, a spermadhesin from buck (Capra
hircus) seminal plasma. Reproduction, Fertility and Development, v. 24580-587, 2012.

Cajazeiras, J. B.; Melo, L. MNascimento, A. S. E. Albuquerque, E. S.; Radis, B. G.;
Freitas, V. J. F.; Cavada, B. Expression of recombinant buck (Capra hircus)
spermadhesinin a prokaryotic system. Revista Brasi de Biociéncias, v. 10, p. 60-65, 2011

™o

141



Nascimento, A. S. E.Gondim, A. C. S.; Cajazeiras, J. B.; Correial.JA.; Pires, A. F.;
Nascimento, K. S.; Nagano, C. S.; Assreuy, A. NlCavada, B. SPurification and partial
characterization of a novel lectin from Dioclea lasiocarpa Mart seeds with vasodilator
effects. Journal of Molecular Recognition, v. 25, p. 65462012.

Cavalcante, T. T. A.; Rocha, A. M.; Alves, V. C.irAda, F. V. S.Nascimento, A. S. E.
As, N. C.; Nascimento, K. S.; Cavada, B. S.; TaemerE. H.; Effect of Lectins from
Diocleinae Subtribe against Oral Streptococci. Molecules (Basel. Online), v. 16, p. 3530-
3543, 2011.

7/

Rangel, T. B. A.; Assreuy, A. M. S.; Pires, A. Earvalho, A. U.; R. G.; Simdes, R.
Silva, H. C.; Bezerra, M. J. BNascimento, A. S. E.Nascimento, K. S.; C. S.; Sampaio,
H.; Delatorre, P.; Rocha, B. A. M.; Fernandes, P.BV Cavada, B. SCrystallization and
Characterization of an Inflammatory Lectin Purified from the Seeds of Dioclea wilsonii.
Molecules (Basel. Online), v. 16, p. 5087-5103,201

Correia, J. L. A.Nascimento, A. S. E.Cajazeiras, J. B.; Gondim, A. C. S.; Pereira).R.
Sousa, B. L.; Silva, A. L. C.; Garcia, W.; Teixeifa H.; Nascimento, K. S.; Rocha, Bruno
A. M.; Nagano, C. S.; Sampaio, A. H.; Cavada, B.Nbolecular Characterization and
Tandem Mass Spectrometry of the Lectin Extracted from the Seeds of Dioclea sclerocarpa
Ducke. Molecules (Basel. Online), v. 16, p. 9077-908%1. 2.

Melo, L. M.; Nascimento, A. S. E.Silveira, F.; Cunha, R.; Tavares, N.; Teixeira, Dma-
Filho, J; Freitas, V.; Cavada, B. S.; Radis, B. Quantitative expression analysis of
Bodhesin genes in the buck (Capra hircus) reproductive tract by real-time polymerase
chain reaction (QRT-PCR). Animal Reproduction Science (Print), v. 110, p52465, 2009.

Outros projetos também foram iniciados ou dadodimaidade com a equipe

francesa, porém, devido ao tempo, ndo foram caaui

Producdo heterdloga dos dominios separados das diglinas: As lectinas da ameba

Dictyostelium discoideurfDiscl et Discll) tiveram seus dominios N- e C-terais expressos
separadamente em sistema heter6logoEdesoli. Esses dominios foram utilizados para
caracterizacdo da especificidade por oligossaazsigerGlycan arraye utilizados em testes

de toxicidade contra o nematdédeaenorhabditis elegans
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Producao heterologa das lectinas sll2 e sli2.Zs lectinas do coraSinularia lochmodes

foram expressas de forma recombinante em sistetaesdlog)o dekE. coli. As proteinas foram
purificadas e diferentes protocolos foram testadfis de obter as proteinas ativas.

Producado heterdloga da lectina dé€hotorhabdus luminescens: Uma lectina hipotética de

membrana foi identificada no genoma da bactBriduminescensO gene sintético para a

lectina foi clonado e expresso de forma recombeamiE. coli.
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PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

Les sujets abordés dans cette thése se situenteddamaine de la glycobiologie
et de la biologie moléculaire. Ce travail a étéal@ppé en cotutelle entre deux différents
groupes de recherche, le Biomol-Lab (UFC, Brésiijigé par le Prof. Benildo Cavada et
I'équipe Glycobiologie moléculaire (CERMAV, CNRSraRce) dirigée par le Dr. Anne

Imberty, sous la co-direction du Dr. Annabelle \é&rr

Cette thése peut étre divisée en cing parties.piteaier chapitre est une
introduction aux questions abordées dans ce travaill'objet de notre étude: les lectines de
macroalgues. Dans le second chapitre sont préstagésbjectifs de cette thése. Dans le
troisieme chapitre, une attention particuliere @ pbrtée aux méthodes expérimentales
utilisées, notamment celles de biologie moléculdi&eclonage et la production des lectines
des algues rouges marinelypnea musciformigt Bryothamnion triquetrum(HML et de
BTL) sous forme recombinante, la caractérisatiomede spécificité sur puces a sucres et les
méthodes utilisées pour la caractérisation physlgotque des protéines. Le quatrieme
chapitre est dédié aux principaux résultats et @r l@iscussion. Des conclusions et
perspectives sont présentées dans le cinquiemetrehap ferment la présentation de ces
travaux de thése. Finalement, les autres sujetsiébe@t développés au cours de ces quatre

anneées de doctorat seront présentés tres brievement

Cette these a été rédigée en portugais, mais coohpne annexe: le résumé du
travail de these en francgais. Dans cette versapattie rédigée en francais est présentée en

premier lieu et est suivie par la version portugais
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RESUME

Les genes synthétiques des lectines des alguesnasaniougesHypnea
musciformiSHML) et Bryothamnion triquetrunBTL) ont été clonés dans différents vecteurs
et transformés dans plusieurs souches bactérietieegression. Les lectines recombinantes
ont été obtenues dans la fraction soluble de @sdtupactérienne dans les souches
d’Escherichia coliRosettagami 2 (DE3) pour rHML et BL21 (DE3) po®TL. Les tests
d'hémagglutination ont montré que rHML et rBTL soapables d’agglutiner les érythrocytes
de lapin avec un bon pouvoir hémagglutinant maiteseent apres traitement a la trysine et la
papaine indiquant que leur ligands ne sont pasctéimeent accessibles a la surface des
hématies. Les propriétés hémagglutinantes de rHMtdeerBTL confirment le repliement
correct et |'état fonctionnel des protéines. Laackirisation de leur spécificité sur puces a
sucres a montré une spécificité stricte de HML, BatLrBTL pour les oligosaccharides
complexes comportant la fucosylatiarl{6) du noyau, avec une préférence particuliere pou
lesN-glycanes non bissectés, bi- et tri-antennés dimelmurte. La présence d’acide sialique
a l'extrémité non réductrice du glycane favoriseeleonnaissance de ces glycanes. C'est la
premiére caractérisation des lectines d’alguese®ymr puce a sucres. Des expériences de
STD-RMN menées sur BTL, ont montré son interaciwac un octasaccharide au niveau de
noyau fucosylégl-6). L'activité toxique des lectines sauvage®ebvmbinantes a été évaluée
contre Artemia sp et contre des cellules d'adénocarcinome du pou(Aéd9). Dans les
essais de cytoxicité, HML, rHML, BTL et rBTL n’'ombontré aucune toxicité contfetemia
sp. et seulement HML et rHML ont montré une cytotoxcitaibles contre les cellules
d’adénocarcinome du poumon (A549). Le premier aride rBTL a été obtenu a l'aide d'un

robot de cristallisation et diffractait a 15 A.

Mots-clés: Lectines recombinants; Algues rouglisglycanes fucosylés.
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ABSTRACT

Synthetic genes from the red marine alddgpnea musciformigHML) and
Bryothamnion triquetrum(rBTL) were cloned into different vectors and stormed into
several bacterial expression strains. The recombileatins were obtained from the soluble
fraction of bacterial cultures usirigscherichia coliRosettagami 2 (DE3) strain for rHML and
E. coli BL21 (DE3) strain for rBTL. Haemagglutination testhowed that rHML and rBTL
are able to agglutinate rabbit erythrocytes witlorsgg haemagglutination activity only after
treatment with papain and trysine indicating tiairt ligands are not directly accessible at the
cell surface. The haemagglutinating propertiedHM k. and rBTL confirm the correct folding
and functional state of the proteins. A study & $ipecificity of these lectins by glycan array
was conducted. HML, BTL and rBTL showed a restdc$pecificity for complexN-glycans
with core (1-6) fucose. A more detailed analysis of the spatifof these lectins showed a
preference for non bisecting-glycans, bi- and tri-antennary branching sugarth wshort
chains. Addition of Sialic acid at the non-reduceryl ofN-glycans favors their recognition
by the lectins. This is the first characterizatadniectins from red algae by glycan array. An
interaction between BTL and a corel{6) fucosylated octasaccharides was also obsdryed
STD-NMR. The toxic activity of wild and recombinaettins were evaluated agailstemia
sp. and the human lung adenocarcinoma cell line (A54®)cytotoxicity assays, HML,
rHML, BTL and rBTL showed no toxicity againértemia sp Only HML and rHML showed
a low cytotoxic activity against cell line (A549)he first crystal of rBTL was obtained in
micro-scale level using a robot and diffracted m#1

Keywords: Recombinant lectin; Red algae; Fucosylateglycan.
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CHAPITRE I:
FONDEMENTS THEORIQUES

177



178



CHAPITRE |I: FONDEMENTS THEORIQUES

1. GLYCOBIOLOGIE
1.1 Généralités sur la glycobiologie et la glycostion

Le terme glycobiologie a été inventé en 1988 pagrice une nouvelle branche
de la biologie moléculaire impliquée dans I'étude ld structure, de la biosynthese, du
métabolisme et des fonctions biologiques des cadrakes, ainsi que toutes les autres classes
de biomolécules (protéines, lipides, et nucléo)ide®c lesquelles ils interagissent. Suite a la
découverte que les carbohydrates sont essentikdshambreux processus biologiques, il était
d'importance fondamentale qu’ils commencent a ngs ptre traités comme de simples
molécules de structure et de stockage mais commeattantes molécules de reconnaisance
et de signalisation (TAYLOR; DRICKAMER, 2003).

Les carbohydrates, aussi appelés glycanes ou swereglucides sont des
molécules tres diverses. Il existe une centainendaosaccharides identifies a ce jour. lls
s’associent selon différents type de liaison poumkr un large spectre d'oligosaccharides ou
polysaccharides. lls peuvent aussi s’associer dipides ou des protéines pour former les
glycoconjugués. Ces derniers couvrent la surfacecddules et forment le glycocalix qui
conférent une identité moléculaire unique a chatype cellulaire, tissu ou organe. Le
glycocalix est impliqué dans la cohésion des ceflutians leur protection contre les chocs et
contre l'attaque par des microorganismes (VARK83IDENNISet al, 1999) (Figure 1.1).

Les fonctions biologiques associées aux glycocaragsont nombreuses, il
devient de plus en plus clair que les cellulessetiit des oligosaccharides spécifiques pour
chiffrer des informations importantes. Ces derrsiécencernent le sort des protéines, les
interactions cellulaires, la différenciation et diappement des tissus, la coagulation du sang,
la fertilisation et I'embryogenese, entre autres. flus, les glyconconjugués peuvent étre
utilisés en tant que signaux extracellulaires (eepar WIEDERSCHAIN, 2013).

La glycosylation des protéines est un ensemble dmifibations post-
traductionnelles tres frequentes chez les étremntdv Elle influe fortement sur de nombreux
aspects fonctionnels, comme la localisation cahelda dégradation et le contréle de qualité
des protéines (ARNOLt al., 2007). La clé de la compréhension de ces fonctastda

connaissance de la structure primaire des glycagogs.
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Figure 1.1: Schéma d'une membrane cellulaire montrant la siidedes glycoconjugués
formant le glycocalix cellulaire.
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Deux grandes familles de glycoprotéines peuvemt @éfinies en fonction de la
nature de la liaison covalente établie entre lecaylg et la protéine: leldl- et les O-
glycoprotéines. Ces deux types de glycosylatiorvgeuétre trouvés simultanément sur la

méme protéine.

1.2 Types de glycosylation

La N-glycosylation débute dans le réticulum endoplasmigar I'ajout d’un
résiduN-acétylglucosamine (GIcNAc) par une liaison amidena asparagine appartenant a la
séquence consensus Asn-X-Ser/Thr, ou X peut éimapaite quel acide aminé, sauf la
proline. La présence de la séquence consensugesssaire pour IB-glycosylation, mais
l'occupation du site potentiel n'est pas obligatoPar conséquent, une glycoprotéine peut
contenir un certain nombre de sites Nejlycosylation potentiels et chacun peut étre
glycosylé ou non (SCHMALTZ2t al,, 2011).

Les N-glycanes sont constitués d'une structure penthgdde@ue commune
formée par deux résidus GIcNACc et trois résidusmdmnose (Man): MagsIcNAC,, appelé
noyau ou base. Ce noyau est ensuite utilisé ergtensubstrat pour la diversification dés
glycanes dans l'appareil de Golgi, ou les glycaued transformés et modifiés pour générer
les trois types deN-glycanes présents dans les protéines maturesesriem mannose,
complexes ou hybrides (MOLINARdt al.,2008) (Figure 1.2).
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Figure 1.2: N-glycanes présents dans les protéines humaines ematliypes mannos
complexe et hybride.

96k BGlchAc @Man

#Heudhc 0Gal AFue

—%—Asn—Xaa—SerfThr—%- —g—Asn—Xaa—Serﬂ'hr—g- fngsnﬁXaaﬁSarﬁhrﬁgf fngsnﬁ Xaa~39n’l‘hr~§*
high-mannose hybrid complex complex
N-glycan N-glycan biantennary tetraantennary
N-glycan N-glycan

Les structures complexes peuvent étre subdivisedi-, tri-et tétraantennées en fonction «
nombre de branches sur le noyau original du trimnside (adapté de MIYOSH
MORIWAKI; NAKAGAWA, 2008).

La O-glycosylation est une modification p-traductionnelle qui consiste en
formation d’une liaison glycosidique e le carbone anomeérique d'un glucide et I'nydm
d'un résidu sérine ou thréonine de la protéine agué&lle ait atteint sa structu
tridimensionnelle correcte. LO-glycosylation, qui a lieu dans I'appareil de Golgist
extrémement diverse dans somposition chimique et aucune séquence consensugté
observée (SCHMALTZet al., 2011). Elle génére des structures de base diffés, er
fonction du sucre attaché a la protéine, qui peugte étendues et modifiées par sialylat
sulfatation, acétation et par extension avec des polylactosamiLa plus courante est O-
glycosylation de type mucine avec 'ajout d’'un désiGalNAc. Si l'allongement ne se proc
pas (comme c'est le cas notamment des cellulesfaramées), I'antigene Tn (GalNal-
Ser/Thr) est généré et il peut étre modifié eryk-Tn par une sialylationa2-6). Par la suite,
I'addition de galactose et/ou GIcNAc par des glyttoensférases spécifiques conduit ¢
formation des différents noyaux identifiés pourO-glycanes déype mucine (STEElet al,
1998). L'expression de mucines, glycoprotéines ésées ou liées aux membranes,
particulierement abondante dans les cellules dtbg spécialisées dans la production
mucus, qui agit comme une barriere protectricles participent également au contréle
I'antigénicité du systeme immunitaire et peuvemeé diges a des phénomenes d'adhé
cellulaire (SCHMALTZet a.., 2011).
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La fucosylation comprend la liaison d'un résiduoge a urN-glycane,O-glycane
ou un glycolipide et est une des modificationspless courantes des glycoconjugués (VARKI
et al, 2009). Elle peut étre divisée en plusieurs tygeompris ¢1-2), @1-3), @1-4) et @1-
6). Dans ledN-glycanes présents chez les vertébrés, la moddicgtrincipale du noyau est
l'addition d'un fucose par une liaisonl{6) a l'unité de N-acétylglucosamine liee a
l'asparagine. Chez les invertébrés, le fucose pétite ajouté selon une liaisonl¢3) et/ou
(a1-6). Chez les plantes, le fucose est seulememturailié en ¢1-3) au noyau (Figure 1.3).
Les fucosyltransférases sont les enzymes respassdhl transfert du fucose sur le premier
GIcNAc du noyau deBl-glycanes (VARKIet al., 2009).

Figure 1.3: Les variations sur le noyau ddsglycanes.

(A) Chez les mammiferes, la principale modificatest I'ajout de fucose{-6) a la premiere
unité GIcNAc. (B) Chez les plantes, le fucose gaité au GIcNAc de I'asparagine seulement
en liaison ¢1-3) tandis que chez les invertébrés, le fucose @ee ajouté selon une liaison
(a1-3) et/ou ¢1-6) (MIYOSHI et al, 2008) .

Certaines conditions pathologiques comprennent awggnentation des taux de
fucosylation, y compris linflammation et le canceZertains types de glycoprotéines
fucosylées et plusieurs types d'anticorps, quimeaissent les oligosaccharides fucosylés
comme les sialyl Lewis a/x, ont été utilisés commmarqueurs tumoraux (MIYOSHit al,
2008). L'alpha-fétoprotéine (AFP), par exemple, wstmarqueur tumoral bien connu pour
I’'hépatocarcinome cellulaire, mais parfois son aivest augmenté dans d’autres maladies du
foie, telles que I'hnépatite chronique et la cirdhdsn revanche, I'AFP avec une fucosylation
(01-6) du noyau, appelée AFP-L3, est un marqueur 8pécifigue de carcinome
hépatocellulaire. Ainsi, la fucosylation de glycoigines régule la fonction biologique de ces

molécules. Les variations de fucosylation et leslécules capables de les reconnaitre
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peuvent fournir une nouvelle stratégie dans lerthatic et la thérapie du cancer (MIYOSHI
et al, 2008).

Récemment, de nombreuses initiatives en matiérecerche médicale visent a
développer des outils d'analyse qui permettraient suivi des modifications de la
glycosylation lors de pathologies. lIs faciliterati¢e diagnostic et le pronostic de ces maladies
et aideraient a mieux les comprendre au niveau culaige, dans le but de développer des
médicaments efficaces (LOWE; MARTH, 2003; POCH#&G, 2003; ZACHARA; HART,
2002; HAKOMORI, 2002). L’'analyse des glycanes estehue une étape essentielle pour

une meilleure compréhension de la structure ebiuhiologique des glycoconjugués.

2. LES ALGUES
2.1 Les algues marines

Les algues sont des organismes autotrophes apgairten regne des protistes et
d'une grande valeur écologique. Elles se trouvasit sous la forme d'organismes
unicellulaires soit multicellulaires (eucaryotes pbcaryotes). Dans lI'environnement, les
algues sont largement distribuées puisqu’elles sstnbuvées dans la mer, les eaux douces
mais aussi sur terre. Les algues sont les orgasispmiecontribuent le plus a la productivité
des écosystemes, en jouant un réle écologique calripaaux plantes dans lésbitats
terrestres. Ces organismes représentent la bdaechaine alimentaire dans les océans et sont
responsables de prés de la moitié de la photossamti@alisée sur la planéte. lls ont un role
dans le renouvellement de la plupart de l'oxygemesd'air atmosphérique. Il est a noter

I'importance des algues comme source pour divarposés bioactifs (RAVENt al, 2007).

Dans de nombreux pays, l'industrie alimentaire comse une grande quantité
d'algues, qui sont bien connues pour avoir uneute@kevée en fibres, minéraux, vitamines,
enzymes, antioxydants et en différents peptidesdtiis (WIJESEKARA et al., 2011).
Certaines especes sont utilisées dans le sectsureddraceutiques et sont cultivées comme
source de composés d'intérét commercial. Ellessagisainsi comme un moyen de
subsistance pour certaines communautés et conttilduka création d'emplois et de revenus
(RAVEN et al, 2007). Au cours des derniéres décennies, uneriamme accrue a été
accordée a la culture controlée des algues poprdduction a grande échelle de produits
d'intérét commercial. Parmi ces produits remargsblon trouve les acides gras

polyinsaturés, les caroténoides, les phycocolloétiesissi les lectines.
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Les macroalgues sont retrouvées dans trois gramdsms: Rhodophytapour les

algues rouges$’haeophytapour les algues brunes@tlorophytapour les algues vertes.

3. LES LECTINES
3.1 Généralités sur les lectines

Les lectines sont des protéines d'origine non-imencepables de reconnaitre et
fixer spécifiguement et de maniéere réversible Igsames sans les modifier (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995). Les lectines sont aussi appelégglutinines quand elles sont capables
d'agglutiner les érythrocytes, les cellules etgggoconjugués. Cette caractéristique est due
au fait que ces protéines sont généralement midtites c’est-a-dire qu’elles possedent
plusieurs sites de fixation des sucres. Les lestsmnt omniprésentes dans la nature et se

trouvent chez tous les étres vivants.

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la rechercur les lectines est lié, sans
doute, a leur capacité unique de «lire» l'informatibiologique qui est codifiée dans la
structure tridimensionnelle des sucres. Les lestsunt en fait les récepteurs spécifiques des
sucres et les interactions protéine-sucre jouentrdles clés dans une multitude de processus

de reconnaissance moléculaire et de signalisatitbmare (AMBROSIet al, 2003).

Les lectines sont apparues dans le scénario dijeetien 1860 avec Weir
Mitchell, qui, au cours de ses études, a noté lénpimene de I'hémagglutination des
erythrocytes lorsqu'ils étaient associés avec lainvede crotale Qrotalus durissus
(MITCHELL, 1860). Le premier rapport sur lectineégétales est paru en 1888 au cours
d'études par Stillmark sur le principe toxique dedraits de graines de ricirRicinus
communi} dans lequel il a noté que ces extraits avaiantcdpacité d'agglutiner les
erythrocytes de différents animaux (STILLMARK, 1888’est seulement en 1966, que Boyd
et al. ont constaté l'activité hémagglutinante d’extraitslgues sur des érythrocytes humains
(BOYD et al.1966).

Les lectines présentent des fonctions biologiques tdiverses selon les
organismes ou elles se trouvent. Chez les plaptes agissent, par exemple, en tant que
molécules de défense dans le contrdle de 'honmesth la symbiose des plantes avec des
bactéries nitrifiantes. Chez les animaux, ellesesmsentiellement un réle dans les processus

de reconnaissance cellulaire. Elles sont impliquisess des activités biologiques diverses
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telles que la cytotoxicité, I'adhésion cellulaies interactions cellule-matrice, l'induction de

I'apoptose ou I'agglutination des cellules et dagdries (DANGUYet al.,2002) (Figure 1.4).

Figure 1.4: ROle des oligosaccharides dans la reconnaissantadbégsion a la surface
cellulaire.
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(a) Les oligosaccharides constitués d’'un assemlgegms de monosaccharides présentés par
les glycoprotéines ou les glycolipides sur la stefaxterne de la membrane plasmique. (b)
Certains virus infectant les cellules animales isatla des glycoprotéines de la surface
cellulaire lors de la premiére étape de l'infecti@m) Des toxines bactériennes se lient a des
glycolipides avant de pénétrer dans les cellu@sCertaines bactéries adhérent a la cellule,
puis la colonisent ou infectent. (e) Les sélectidesla membrane plasmique de certaines
cellules servent de médiateurs des interactionslealellule. (f) Le récepteur du mannose 6-
phosphate se lie aux oligosaccharides des enzysesdmales, une étape nécessaire pour
leur transfert vers le lysosome (Adapté de NELSORX, 2009).

3.2 Lectines des macroalgues

Il existe peu d'études sur la détection et l'ise@letndes agglutinines dans les
algues, par rapport aux études sur les plantesévoentes animaux, principalement en raison
du fait de leur faible production et de la relatidéficulté pour obtenir du matériel
(NAGANO et al, 2005a).
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Plusieurs lectines d’algues, notamment celles d&dg rouges, ont des
caractéristiques communes: la grande majorité estomérique et le point isoélectrique est
compris entre pH 4-6. Leur activit¢ d'hémaggluforat n'est pas inhibée par les
monosaccharides, mais par des glycoprotéines d&swsucres complexes, et ne dépend pas
de cations bivalents pour la plupart. Elles sodd tesistantes aux hautes températures ou aux
pH extrémes (ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006). En compison avec les plantes, les
lectines présentes chez les algues possedentdet@dstique d'exercer une certaine action
biologique a des concentrations beaucoup plusefililles sont donc plus actives et en
raison de leur faible poids moléculaire, elles sopins antigéniques que les lectines de haut
poids moléculaire, retrouvées chez les plantesseahimaux, par exemple (OLIVEIRA al,
2002).

Depuis leur découverte, les lectines ont suscit&€datroverse quant a leurs
possibles fonctions. Méme pour les lectines ayarg torte homologie, il est difficile
d'attribuer une fonction commune car elles peuwdférer, en fonction de leur spécificité,
leur localisation intracellulaire et leur période sinthése (RUDIGER; GABIUS, 2001). A ce
jour, peu d'études se sont intéressées au rolgendales lectines d’algues. Par exemple elles
reconnaissent et aident a I'adhérence des ganoetedd la reproduction (KIM; KIM, 1999;
HAN et al, 2012). Une autre activité écologique et biologigest I'implication dans la
symbiose et la défense. Pour l'algue v@itgopsis plumosail a été constaté que lorsque
I'organisme subit un dommage cellulaire, les comapts cellulaires sont expulsés hors de la
cellule et se produit un phénomene d'agrégatiocedeorganelles pour former un protoplaste
qui est médiée par la lectine bryohealine (KeMal, 2005; GROSSMAN, 2005). Plus tard, il
a été constaté que la lectine bryohealine pouecadraplir deux fonctions: I'ajout d’organelles
dans l'eau de mer et aussi la protection contreoldamination bactérienne lors de la

régénération de protoplastes (YONNal, 2008).

3.3 Aspects structurels des lectines de macroalgues

A ce jour, il y a quelques lectines d’algues cadsées avec des informations sur
leur structure primaire, secondaire ou quatern@des techniques telles que la dégradation
d'Edman, la spectrométrie de masse et le clonadg@d@blic ont fourni des informations sur
leur ségquence en acides aminés. Elles indiquentlepidectines des différentes espéeces
d'algues étudiées peuvent étre regroupées danssabvéamilles. Chez les algues rouges
marines, la lectine d8ryothamnion triquetrum{(BTL) a été la premiere dont la structure
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primaire a été déterminée (CALVETE& al, 2000). Dans la méme année, Hori et ses
collaborateurs ont rapporté la séquence primaisehygnines (HJAs) delypnea japonica
(HORI et al, 2000). La comparaison de leur séquence prinaaié/élé des similitudes entre
elles et avec les isoformes des lectine8 deeaforthiippermettant leur regroupement dans une
méme famille (NASCIMENTO-NETOet al, 2012, MEDINA-RAMIREZ et al., 2006).
D'autre part, des différences ont été observées kst lectines dil. cervicornis(HCA) etH.
musciformigHML) trouvé au Brésil, et les lectine tk japonica(HJAS) trouvé au Japon, ce
qui indique qu'il peut y avoir une variété de Iees pour les especes du méme genre qui
occupent des écosystemes distincts (NAGABIOal, 2005b). Le tableau 1 présente les

différentes lectines d’algues ayant leur séquenicegire déterminée.

Tableau I.1 Les lectines de macroalgues avec la séquence peighétierminée.

Lectine Algue d’origine Spécificité Références
BTL B_ryothamnlon Fétuine et mucine Calveg al., 2000.
triquetrum
BSL2 . - :
BSL3 Bryothamnion seaforthii Fett_une, avidine Nascimento-Neto et
mucine al., 2012.
BSL4
BSHV1
BSHV2 . L : Medina-Ramirezt al,
BSHV3 Bryothamnion seaforthii| Fétuine et mucine 2006.
BSHV4
Hypnine A-
1 Hypnine .
: . . | Horietal, 2000.
A-2 ' Hypnea japonica Noyau (1-6) fucosylé Okuyamaet al, 2000.
Hypnine A-
3
HML Hypnea musciformis Mucine Naganet al, 2005b.
HCA Hypnea cervicornis Mucine et GalNac Nagarat al, 2005b.
ESA-1
ESA-2 Eucheuma serra MannoseN-lié Hori et al.,2007.
ESA-3
GRFT Grifthisin sp. Mannose et GICNAc Moet al, 2005.
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ULP1 Ulva pertusa GlcNAc : € Wanget al, 2004.
thyroglobuline
ULL Ulva liminotica Mucine et fucose Ishihara; Shimada,
2009.
Bryohealina GalNAc Yoonet al, 2008.
BPL1 . Mannose
Bryopsis plumosa Hanet al, 2010,
BPL2 GIcNAc 2011, 2012
BPL-4 ’ '
, . GIcNAc, GalNAc .
BP Bryopsis hypnoides ot Mucine Niu et al, 2011.
EPL-1 . .
EPL-2 Enteromorpha prolifera| L-fucose Ambrosiet al.,2003.
N-glycanes complexes
CBA Codium barbatum tyroglobuline de porc ;(r)iszeptanggaet al,
(PTG) et asialo-PTG '
BCA Boodlea coacta N-glycanes avec Sato et al.,2011.
al-2 mannose

La détermination de la structure 3D des lectindv@s ou en complexe avec des
ligands par cristallographie aux rayons X ou résmee magnétique nucléaire des protéines
(RMN) donnent des informations précieuses sur legpliement, pour élucider leur
mécanismes de reconnaissance et de fixation desssecpotentiellement sur leur réle. Une
base de données: lectin3d regroupe toutes lestigiegcde lectines résolues selon leurs
origines et est disponible sur http://lectin3dxav.cnrs.fr/search.php.

A ce jour, la lectine dé&rifthisin sp.(GRFT), est la seule lectine de macroalgue
dont la structure tridimensionnelle a été déterminglle a été résolue et affinée a une
résolution de 1,3 A en utilisant la technique S/Ah¢le-wavelengtinomalousDiffraction)
avec de la protéine recombinante produite dassherichia coliet marquée avec de la
sélenométhionine. Le repliement de GRFT représamtmotif structural appelé béta-prisme
composeé de trois répétitions de quatre brins béataparalleles qui forment un prisme
triangulaire. Contrairement a d'autres membresade@&me famille, GRFT forme un dimere
par échange de brin béta, ou les deux premiers béta de la premiére chaine sont associés a

deux brins béta de l'autre chaine, et vice versasttucture de chaque monomere a des
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similitudes avec les lectines de la famille dealeajine, mais sa structure dimérique est unique
(ZIOLKOWSKA et al, 2006) (Figure 1.5).

Figure 1.5 Représentation du dimeére de la griffithsine

Les monomeres sont en vert et en bleu. L'extersiterminale de la protéine est colorée en
rouge (code PDB: 2GTY).

Les structures cristallines de la GRFT complexéeditiérents ligands
glycosidiques tels que le mannose (PDB: 2GUC et Rf;Uoligomannose (PDB: 3LL2), le
glucose (PDB: 2NUO), I&l-acétylglucosamine (PDB: 2GUE), le1-6) mannobiose (PDB:
2HYQ) et le maltose (PDB: 2HYR) ont été égalemésbltues (ZIOLKOWSKAet al, 2006;

2007) et ont donné des informations essentiellekesaite de fixation des sucres.

3.4 Etudes de la spécificité des lectines d’algues

La spécificité des lectines peut étre étudié parerdes techniques, parmi
lesquelles on peut citer: les tests d'inhibition lt&magglutination, la chromatographie
d’affinité sur des colonnes avec des lectines @i gleres immobilisés, I'ultrafiltration par
centrifugation couplée a HPLC et/ou les puces &esut.es spécificités générales des lectines
d’algue sont été étudiées, mais les détails sur dpecificité fines ont encore rares. Les
lectines d’algues reconnaissent Nglycanes et peuvent étre classées en fonctioreute |
trois types principaux: oligomannose, complexe, bybride/mixte qui possédent
généralement les caractéristiques Neglycanes de type oligomannose et de type complexe
(HORI et al.,1990).
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BCA, la lectine de l'algue vertBoodlea Coactaa eu sa spécificité étudiée par
ultrafiltration par centrifugation couplée a HPL&ea des oligosaccharides pyridylaminés.
Cette lectine possede une spécificité exclusiver gpumannose lié a I'extrémité non
réductrice dedN-glycanes en liaisorul-2), des groupes de ces résidus augmentent itaffin
de la lectine pour le glycane. D'autres lectinescsigues dedN-glycanes riches en mannose
ont été décrites chez les algues, comme ESA-2 alguB rougeEucheuma serraet
microalgues, comme CV-N de l'algue bleu-véibstoc ellipsosporunet OAA de l'algue
bleu-vertOscillatoria agardi BCA ne partage pas d’homologie de séquence asetectines
(SATO et al., 2011). ESA-2, elle est strictement spécifique plesrN-glycanes riches en
mannose avec une structure minimale contenant reagpeccharide Maal-3)Man@l-
6)Man(B1-4)GIcNAc(1-4)GIcNAc. ESA-2 ne se lie pas au noyau pentasamiue, mais
exige un GIcNAc a l'extrémité réductrice pour laision. Elle est structurellement et
évolutionnairement liée a la lectine OAA avec upécsficité restreinte pour lds-glycanes
riches en mannosel-3) (HORIet al.,2007). Les lectines d'algues avec une spécifimité
les N-glycanes du type oligomannose présentent généeatenme activité anti-VIH (virus de
I'immunodéficience humaine). Elles sont décritemme® les lectines les plus efficace pour
inhiber la réplication du virus VIH avec une &G@ans la gamme du nano- et picomolaire
(ZIOLKOWSKA; WLODAWER, 2006).

La spécificité des lectines delypnea Japonica(HJAsS) a été étudiée par
chromatographie d'affinité frontale avec des olegabarides pyridylaminanés. Ces lectines
ont montré une spécificité pour IBsglycanes complexes avec leur noyau fucosylél el (

6). Cette spécificité est affectée par la préselecetsidus GICNAc bissectés et tetraantennés
(OKUYAMA et al.,2009). Il est connu que la fucosylatiard{6) du noyau est modifiée dans
certains types de cancer et qu'elle affecte l'affie de la cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps. Les lectines avec la capacité dennedtre spécifiguement ces structures
seraient donc des outils précieux dans le diagnaiicertaines types de cancer et dans le
contréle de la qualité des anticorps (OKUYAMAal.,2009).

Pour élucider les interactions entre les sucresdiBérentes molécules, la
technique de puces a sucres, développée g@orsortium for Functional Glycomid€FG)
(USA) est devenu un outil puissant, notamment damalyse de la spécificité fine des

lectines pour les sucres.
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3.5 Applications biotechnologiques des lectines diues

Les lectines d’algues semblent étre particulierémiatéressantes pour des
applications biotechnologiques. Elles sont de eettaille, induisent une faible
immunogénicité dans les cellules hétes, ont unedgatabilité en raison de multiples ponts
disulfures, et montrent une spécificité élevée pesiiglycoconjugués présents a la surface des
cellules (revue par PINT@t al.,2009). Les lectines d’algues sont des moléculésspntes
contre le VIH (BOYDet al, 1997; BEWLEYet al.,2004; SOWDERet al, 2005). Il est &
noter que la cyanovirine-N (CV-N) qui inhibe I'eddrdu VIH dans les cellules hotes, a aussi
montré une inhibition potentielle d'autres viruis tgue le virus Ebola, le virus de la grippe et
celui de I'hépatite C (VHC) (BARRIENTOSt al, 2003; O'KEEFEet al, 2003; HELLEet
al., 2006). BCA a montré une activité puissante comgrevirus influenza en se liant
directement a I'enveloppe virale (SATE al, 2011). La GRFT a bloqué la liaison de la
glycoprotéine gpl120 de la capside virale aux rezeptCD4 sur les cellules, en se liant aux
protéines gp120, gp41 et gpl60 de la capside (k@RI et al, 2005).

Les algues rouges marines prélevées sur la c6teBrégil Bryothamnion
seaforthij B. triquetrum, Hypnea musciformet H. cervicornis ont des lectines avec des
propriétés biologiques importantes et tres diviErs#, comme l'induction et l'inhibition des
lymphocytes (LIMAet al, 1998), une activité antifongique (MELE al, 1997), l'induction
de la migration des neutrophiles (NEVES al, 2001), une activité anti-inflammatoire
(SILVA et al, 2010b), la relaxation musculaire de l'aorte (RIMt al, 2004) ou l'effet de
cicatrisation (NASCIMENTO-NETt al.,2012).

Les lectines d'algues ont également un fort potémtans le domaine dentaire.
L'inhibition de la formation de la plague dentapar Streptococcus mutange principal
responsable de I'établissement et du développetesntaries dentaires, a été observée avec
des lectines isolées d'algues rouges telles Bjugiquetrum (BTL) et B. seaforthii(BSL)
(TEIXEIRA et al, 2007).

Les lectines peuvent également fournir des apphicatthérapeutiques et étre
utilisées dans la lutte contre les agents path@ydreelectine isolée de I'algue rougelieria
filiformis inhibe fortement la croissance des différentesérast gram-négatives (HOLANDA
et al.,2005). Des effets anti-nociceptifs et anti-inflaatoires significatifs ont été également
mis en évidence chez les lectines isolées de negaspeces d'algues, tels Hueervicornis
(BITENCOURT et al, 2008), Amansia multifida(NEVES et al.2007), B. triquetrum, B.
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seaforthii(VIANA et al.,2002; VIEIRAet al.,2004),Caulerpa cupressoid¢%’ANDERLEI
et al, 2010) ePterocladiella capillacedSILVA et al.,2010b).

Dans le domaine de l'oncologie, des extraits dsi@lus algues ont montré la
capacité d'agglutiner fortement les cellules tunesrade souris de type FM3A a des
concentrations inférieures a celles requises peaitdctines de plantes. Ceci suggere que les
lectines d’algues pourraient étre des outils puissdans I'étude du cancer (TAKAMIN&
al., 2002). Il a été observé que la lectine isolééalgue rougeEucheuma serratait capable
de supprimer les cellules de cancer du célon cbezsduris. Cette lectine peut aussi étre un
outil pour la libération ciblée de médicaments, etilisant des vésicules lipidiques
(SUGAHARA et al, 2001). Des études de cytométrie en flux et nsimwpie confocale ont
montré que les lectines BTL et BSL reconnaissestvdeiants de cellules du cancer du célon
humain. Ces derniers ont probablement des diffé®mu niveau de leurs glycorécepteurs
présents dans la membrane cellulaire, ce qui sagpée ces lectines peuvent étre un outil
précieux pour le diagnostic précoce de ce cancemplDs, il a été montré que la liaison des
BTL et BSL a des cellules du carcinome entraing laternalisation. Cette propriété
intéressante peut étre exploitée dans de futuggicapons, par exemple, dans un systeme de
libération de médicament controlalyg delivery (PINTO, 2009).

Ces études indiquent que les algues sont une soupmetante de lectines avec
des applications potentielles dans de nombreux o@wale la biotechnologie. Il est a noter
que de nombreuses entreprises de biotechnolodisenti les lectines comme produits
commerciaux. L'entreprise Qiagen en Allemagne pangple, commercialise les lectines
pour isoler des glycoprotéines pour les étudesogisatéomiques. Sigma-Aldrich, USA vend
des dizaines de lectines végétales et une lecthgues. L'entreprise Aethlon Médical, USA
commercialise un filtre a base de lectine afin éguire la charge virale des patients infectés
par le VIH et I'hépatite C sous hémodialyse, etpmramade vaginale qui empéche l'infection

contre le VIH. Ces exemples démontrent le potebtaiechnologique de ces molécules.

3.6 Les lectines recombinantes d’algues

Une caractéristique des lectines d’algues estfible rendement et la présence
d'isoformes, ce qui rend nécessaire leur producsioms forme recombinante afin de la
contrdler. Grace a la biologie moléculaire qui petrme cloner leur genes et I'existence de
différents systemes d’expression hétérologuesstilpessible d’obtenir ces protéines libres
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d’'isoformes et en quantité assez importante pougeddisation d'études structurales et des
applications biologiques. Le systeme d’expressiététologueE. coli est largement utilisé

pour produire les lectines présentes chez divaakpges sous forme recombinante (Tableau
[.2). Les lectines, ainsi produites, montrent degppétés identiques a celles des protéines

sauvages.

Tableau 1.2: Les lectines de macroalgues et de microalguesmeioantes produites ché&z
coli.

Espece Lectine | Identification | Spécificité Reference
ey Mannose et : .
Griffithia sp. GRFT Algue rouge Giomarelliet al,
GIcNACc
2006.
Gelidium amansii | Ga_lectin| Algue rouge ND Massi; Ahmad
2012.
Cyanobactérie N-alveanes du tvod
Scytonema varium SVN (algue bleu- .g y P Xiong et al.,
oligomannose
vert) 2006.
Microcvstis Cyanobactérie
viridinsy MVL (algue bleu- Mannose Liet al.,
vert) 2011.
Cyanobactérie
N-gl
NQStOC CVN (algue bleu- .g yeanes du typg Gaoet al, 2010.
ellipsosporum vert) oligomannose

Les études faites sur l'activité antimycobactémede la lectine isolée d’algue
rouge Gelidium amansiiGa_lectin) ont révélé que la lectine recombinamge aucun effet
inhibiteur sur la croissance déycobacterium tuberculosisnais qu’elle pourrait augmenter
la sensibilité de I'agent pathogéne a la streptameycCes résultats suggerent que Ga_Lectin,
en combinaison avec la streptomycine, peut jouatblmimportant dans la défense de I'hote
contre la souche dd. tuberculosiH37Rv (MASSI; AHMAD, 2012).

La lectine recombinant6&riffitha sp. (His-GRFT) a inhibé la cytopathogénicité
induite par le VIH avec une Egsimilaire a celle mesurée pour la lectine sauvagesi,
I'activité anti-VIH et les caractéristiques de diam a la gpl20 étaient essentiellement
identiques entre la His-GRFT recombinante et la GRBRuvage (GIOMARELLIet al,
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2006). Dans une autre étude, la GRFT recombinaait eapable d'inhiber l'infectivité du
VHC en se liant aux glycoprotéines E1 et E2 devé&ppe du virus et en bloquant ainsi sa
liaison aux hépatocytes humains (TAKEBEal.,2013).

3.7 Les algues rouges maringsypnea musciformis et Bryothamnion triquetrum

L’algue rougeHypnea musciformiéNulfen) J. V. Lamouroux appartient a I'ordre
desGigartinaleset a la familleHypneaceael’espéce a une taille globale de 3 a 30 cm avec
des branches cylindriques et cartilagineusesyamagiées. Les ramifications sont variables et
irrégulieres, facilement identifiable par les bonmtsilés (crochets) de leurs branchek.
musciformisse trouve sur les cotes, les estuaires ehddstats marins. Elle est largement
distribuée dans les océans et son capacité dersimpesans doute due a son taux de
croissance rapide, a sa capacité a reéaliser un@ogpi avec d'autres algues et a sa

fragmentation facile.

A partir des extraits protéiques He musciformisune lectine, appelé HML, a été
isolée. La purification a été effectuée par chragetphie sur colonne DEAE-cellulose et sa
structure primaire a été déterminée en combinantelehniques de spectrométrie de masse et
de dégradation d'Edman. HML a une seule chaineppptidique constituée de 90 résidus
d'acides aminés, ayant sept ponts disulfure indiaeh L'alignement de la séquence en acides
aminés d'HML a révélé l'existence de domaines maey les résidus 1-47 et 48-90
correspondent aux domaines N- et C-terminaux, otiseenent (NAGANOet al, 2002;
2005b). HML reconnait spécifiquement la structune ({Ser/Thr-GalNAc), un antigene
exprimé sélectivement dans différents types de tusé.es lectines spécifiques de I'antigéne
Tn peuvent étre d'excellents outils biotechnolog&gpour la détection précoce des cellules
cancéreuses. La structure tertiaire dHML n'a paoee été résolue, malgré la disponibilité
des données de diffraction aux rayons X (NAGA8I@lL, 2005b).

L'algue rougeBryothamnion triquetrum(S. G Gmelin) M. Howe appartient a
I'ordre desCeramialeset a la familleRhodomelaceall s'agit d'une algue verte-rouge, avec
des branches principales irrégulierement ramifi@esirtes et disposées en trois rangees
longitudinales, donnant aux algues une appareraggtriaire. Une lectine, appelé BTL, a été
isolée a partir des extraits dB. triquetrum Sa purification a été effectuée par
chromatographie sur colonne de DEAE-cellulose. BTEté la premiére lectine d’algue a
avoir sa structure primaire déterminée par lesriectes de dégradation d'Edman et de
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spectrométrie de masse. L'analyse de BTL a moniedl€ est composée d'une seule chaine
polypeptidique contenant 91 résidus d'acides amiagant quatre résidus cystéines qui
forment deux ponts disulfures intra-chaine (Cyss82yet Cys12-Cys90). Un de ces résidus
cystéine peut interagir avec d'autres cystéineseptés dans la chaine polypeptide et
eventuellement former un dimere. BTL a montré léspnce d'isoformes et de multimeres
(CALVETE et al, 2000). BTL est capable de provoquer un effedxaht sur les anneaux
aortiques isolés de rat par une interaction sgpafiavec I'endothélium (LIMAt al., 2004).
BTL a également montré un potentiel dans le domdergaire avec sa capacité a inhiber la
formation de plaques p&treptococcus mutaf$EIXEIRA et al.2007). Dans le domaine de
l'oncologie, BTL a été utilisée pour discriminersderiants de carcinome du colon humain
probablement en raison des glycorécepteurs différam niveau des membrane des cellules
(PINTOet al.,2009).

Les potentiels biotechnologiques sont encore aoceeplpour HML et BTL. Le
principal facteur limitant de ces études et deslé&tustructurales sont celles citées ci-dessus
soit la faible quantité de protéine produite pas adeéthodes biochimiques classiques, la
présence d’isoformes et la quantité relativemeittidad’'algues dans la nature. De plus, il
n'existe aucun modele structural pour la résolutienla structure tridimensionnelle de ces
deux lectines a ce jour. La production de lecte@mbinante permettrait de pallier en partie

a ces problemes.
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CHAPITRE Il: OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

1. OBJECTIFS
1.10bjectif général

L'objectif général de cette étude est d'obtenir ssdarme recombinante les
lectines d’algues rouge marinéf/pnea musciformigrHML) et Bryothamnion triquetrum
(rBTL). Tout ceci dans le but de déterminer leuédficité pour les oligosaccharides
complexes et d'évaluer leur potentiel toxiqgue an&krtemia sp. et contre les

adénocarcinomes du poumon (A549).

1.2 Objectifs spécifiques

Objectif 1: Obtentir de différents clones positi$E. coli transformés avec le gene
synthétique codant pour rHML et pour rBTL.

Objectif 2: Exprimer et purifier les protéines recombinantesvit. et rBTL.
Objectif 3: Déterminer 'activité d’hémagglutination de rHMiLde rBTL.

Objectif 4: Déterminer les tampons convenables pour rHMLeatBTL, par des analyses de

dénaturation thermique.

Objectif 5: Evaluer la spécificité des lectines sauvages (HMLBTL) et recombinantes

(rHML et rBTL) pour différents oligosaccharides ks expériences sur puces a sucres.
Objectif 6: Analyser l'interaction de BTL avec un octasaccleficcosylé par STD-RMN.
Objectif 7: Evaluer la cytotoxicité de HML, rHML, BTL et de TR contreArtemia sp

Obejetif 8: Evaluer la cytotoxicité de HML, rHML, BTL et de rBTcontre de lignée de
cellule A549 en utilisant le test MTT.

Objectif 9: Obtenir des cristaux de rHML et de rBTL pour laésdés par crystallographie aux
rayons X.

La difficulté de séparation des différentes isofesnte lectines d’algues rouges
Hypnea musciformigt Bryothamnion triquetrunpar des techniques chromatographiques, a

conduit a la définition des activités biologiquésies propriétés fonctionnelles d'un mélange
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de protéines, ce qui empéche une étude détaillésude propriétés. L'expression des lectines
d’algues dans le systeme hétérolog@uecoli se révele étre un moyen de sélection approprié
pour I'étude de chaque isoforme isolée. Cette approffre un moyen de produire la protéine

d'intérét avec la séquence d'acides aminés déftrpermet de tracer une relation spécifique

entre la séquence et la fonction.

L'étude des lectines recombinantes de rHML et dELrBt leur caractérisation
biochimique fournissent des informations sur I'mtion protéine-sucre nécessaire a la
compréhension des mécanismes d'action, la receamais et la spécificité des
oligosaccharides complexes en termes moléculdirmg terme, ces lectines, produites sous

forme recombinante, peuvent étre testées pour depacité a reconnaitre les glycanes
impliqués dans des événements biologiques intéressa
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CHAPITRE Ill: MATERIEL ET METHODES

1. MATERIEL BIOLOGIQUE

1.1 Extraction et purification des lectines nativesie Hypnea musciformis (HML) et de
Bryothamnion triquetrum (BTL)

Les algues rouges marinklsmusciformiset B. Triquetrum(Figure Ill.1) ont été
collectées a partir de la cote de la plage de Ractiens I'Etat du Ceard, au Brésil. Les algues
ont été transportées dans des sacs plastiqueba@atlaire, puis lavées avec de I'eau distillée
et ensuite séparées des épiphytes et mainten@6s’& jusqu'a leur utilisation.

Figure Ill.1: Représentation d'algues roudgsesmusciformisetB. triquetrum respectivement.

w— L
—
—-—

L'extraction et la purification des lectines HMLETL ont été réalisées selon la
procédure décrite par Nagaebal. 2002 et Ainonzt al. 1995, respectivement, avec quelques
modifications. En bref, les algues ont été décaragpebkt écrasées dans l'azote liquide jusqu'a
I'obtention d'une poudre fine. Le matériel a emsaté mis en suspension dans une solution de
20 mM de phosphate de sodium pH 7,0 contenant 2@eNaCl (PBS) (1:5 poids/volume)
et a été soumis a une agitation constante pen@ameudres a 4 °C. La suspension a été filtrée
et centrifugée a 15000gpendant 30 minutes a 4 °C. Le surnageant a é&lépptrait total.
Pour la purification de BTL, I'extrait total a &téidifié a pH 1,0 avec du HCI et conservé a 4
°C pendant 5 heures. La fraction qui a précipitétéa séparée des protéines solubles par
centrifugation et le pH du surnageant a été ajasie0 avec de la soude. Ensuite, les deux

extraits ont été soumis a une précipitation degépres au sulfate d'ammonium: 70% et 60%
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de saturation pour HML et BTL, respectivement. Apnén stockage de 18 heures a
température ambiante suivi d'une centrifugationOf& g pendant 30 minutes a 4 °C), le
culot a été remis en suspension dans PBS. Lesise&té éliminés par une dialyse contre 20
mM de phosphate de sodium pH 7,0 avant de soumédtréraction soluble a une
chromatographie d'échange d'anions sur colonne HAEEcellulose. La colonne a été
équilibrée avec du tampon de dialyse (tampon diégafion) et I'élution réalisée grace a un
gradient de 0 & 2 M NaCl dans le méme tampon. tadiéns d'environ 1,5 mL ont été
collectées et I'absorbance a été mesurée a 280'axtivité hémagglutinante a été déterminée
en utilisant des érythrocytes de lapin. Les franxdiactives ont été dialysées contre de l'eau

distillée, puis lyophilisées.

2. PRODUCTION DES LECTINES rHML et rBTL DANS E. coli
2.1 Clonage et expression de rHML et de rBTL

Les génes synthétiques de HML et de BTL ont étéralst commercialement par
Epochbiolabs (www.epochbiolabs.com). La séquencgahe, basée sur l'information de la
séquence primaire des lectines natives, a été gmavec les codons préférentiels de la
bactérieE. coli. Les génes synthétiques ont été insérés dangetif§evecteurs (pET32a,
pET32a-TEV et pMalp2-TEVNX) entre les sites de nieBbn Ncd et Xhd. Aprés
transformation dans la souche d’amplification XL1Edcoli, I'insertion du gene a été vérifiée
par digestion avec les deux enzymes de restrictesnclones sélectionnés. Ces dernier sont
ensuite été séquencés avant de transformer lemidies dans des souches d’expression. Les
différentes souches bactériennes utilisées poxpiéssion de rHML et de rBTL sont BL21
(DE3), Origami (DE3), Origami B (DE3), Rosetta-ga2niDE3).

Lors des tests d’expression, les différentes saudlie coli ont été cultivées a 37
°C dans du milieu LB contenant I'antibiotique agmié. Lorsque la culture a atteint une
DOsoonmentre 0,6-0,8, I'expression des protéines a éhéia par I'ajout d'IPTG (isopropy-

D thiogalactoside) a différentes concentration® (0,0,5 - 1,0 et 1,5 mM). Plusieurs
températures (16 °C, 20 °C, 25 °C et 30 °C) etdiffits temps d’'induction (1 h, 2 h, 4 h, 6 h
et 16 heures) ont été testés. Apres cette procédnesaliquote d’l mL pour chacune des
conditions mentionnées ci-dessus a été analysél@arophorése sur gel de polyacrylamide
SDS-PAGE 12%. Les conditions qui ont permis unge&sgon maximale de rHML et rBTL
ont été utilisées pour l'expression a grande éxhell
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Des essais d’auto-induction ont été effectués pamplacer I'induction par IPTG.
Pour cela, les souches Rosetta-gami 2 (DE3) comtetal 32a-TEV-HML et BL21 (DE3)
contenant pET32a-TEV-BTL ont été utilisées en sutida procédure décrite par Studier,
2005.

Pour HML, qui contient deux résidus de méthionipes(tions 20 e 28), les
cellules Rosetta-gami 2 (DE3) transformées avepldsmide pET32a-TEV-HML ont été
cultivées dans un milieu minimal M9 par I'incorptiom de sélénométhionines par la méthode
de Doublie, 1997.

Les cellules des essais mentionné sont été cagégfuet les culots bactériens ont
été resuspendus dans le tampon de lyse PBS (20aerWMabphate de sodium, 150 mM NaCl
pH 7,4 - 5 mL pour 1 g de culot cellulaire). Ledules ont été lysées par pression en utilisant
le one shot cell disrupte(Constant Systems Ltd) a 1700 bars. La séparatsnfractions
solubles et insolubles a été obtenue apres cegtifin a 30000 g pendant 30 min a 4 °C, le
surnageant (fraction soluble) et le culot (fractinsoluble) ont été utilisés pour I'analyse par
SDS-PAGE 12%. Ces évaluations ont permis de détemies conditions optimales pour
I'expression de rHML et de rBTL.

2.2 Purification de rHML et de rBTL

La purification de rHML et de rBTL a été effectugar chromatographie
d’affinité sur une colonne de HisTrap(1 mL, GE Healthcare) en utilisant un AKTA-Prime
(GE Healthcare) & un débit de 1 mL.fhirLa colonne a été équilibrée avec un tampon PBS
pH 7,4 contenant 10 mM imidazole (tampon d'équalilon). Aprés charge des fractions
solubles préalablement filtrées, la colonne a éééd avec cing volumes de tampon
d'équilibration. Les protéines ont ensuite été eédugar un gradient linéaire de 10 a 500 mM

d'imidazole sur 15 volumes de colonne.

L’étiquette hexahistidine a été éliminée par clwaayec la protéase TEV. Les
protéines d'intérét ont été incubées pendant 16ekau 20 °C avec la TEV diluée au 1/20
avec 2 mM de DTT. Ensuite, le mélange a été dépaséolonne de nickel pour séparer les
protéines clivées des protéines non clivées. Leejmes avec I'étiquette hexahistidine clivée,
sont retrouvées dans la fraction non-retenue deolanne. Les lectines ont ensuite été
concentrée sur filtres vivaspin (5 kDa), avant learactérisation physico-chimique ou pour
les soumettre a une chromatographie d’exclusionéouthire avant des essais de
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cristallogenese. Pour la chromatographie d'exatusioléculaire ont été utilisées les colonnes
Superdex 75 ou Biosuite 250. Un volume de 500 gthdintillon & 2 mg.mit a été appliquée

a la colonne & un débit de 0,5 mL.thinLa colonne a été équilibrée et éluée de facon
isocratique avec 20 mM Hepes contenant 150 mM Na€l7,5.

3. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DES PROTEINES rHML e trBTL
3.1 Electrophorése sur gel de polyacrylamide en pgénce de SDS

Des fractions d'intérét ont été remises en suspermEns un tampon d'échantillon
(62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 10% de glycérol, 2% deSD,1 M de DTT et 0,01 de bleu de
bromophénol). Pour les essais dans des condit@hgtrices, les échantillons ont été placés
dans un tampon contenant @emercaptoéthanol a une concentration finale de péis
chauffés a 100 °C pendant 5 minutes. Les échamdiltmt été ensuite déposés sur le gel de
polyacrylamide formé a partir d'un gel d’une cortcation de 4% d'acrylamide et d'un gel de
séparation, dans lequel la concentration d'acrglanvarie en fonction de la masse
moléculaire des protéines a séparer. Aprés migrales gels ont été colorés avec une
solution de coloration préte a I'emplbistant Blue(Euromedex) directement, pendant 15

minutes sous agitation.

3.2 Transfert des protéines et immunodétection/Nestern Blot)

Pour la détection de rHML et de rBTL ayant I'étitfee polyhistidine, des
échantillons ont été séparés par électrophoresgedude polyacrylamide puis transférés sur
une membrane de nitrocellulose. Pour cela, unéaieesnstante de 25 V, intensité 300 mA a
la température ambiante pendant 2 heures a éseatévec le systénigdot Module Appareil
Mini EV (GE Healthcare). Les sites non spécifiques onbléigués par incubation du gel avec
le tampon de blocage TTBS (100 mM Tris-HCI pH NaCl 150 mM et 1% Tween 20, lait
écrémé 5%). Ensuite, la membrane a été incubée awecanticorps monoclonal
antipolyhistidine clone HIS-1 (Sigma-Aldrich). Aprétrois lavages de la membrane,
I'anticorps conjugué a été ajoutantj-rabbit alkaline phosphatase conjugpatet incubé
pendant 1 heure a température ambiante. Aprésdalatp membrane avec le tampon TTBS,
la membrane a été lavée avec du TBS (TTBS sarsn]rites lectines rHML et rBTL ont été
visualisées en ajoutant du NBT et le substrat BddFa phosphatase alcaline. Finalement, la

réaction a été arrétée avec de l'eau distillée.
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3.3 DLS: Diffusion dynamique de la lumiere

La diffusion dynamique de la lumiére DL®ynamicLight Scattering est une
technique utilisée pour déterminer la taille destipales en solution. Elle mesure des
fluctuations d’intensité en fonction du temps gpparaissent lorsque des particules sont
soumises au mouvement Brownien. Plus une molécste velumineuse, moins son
déplacement en solution est rapide. Les partiehesmiouvement vont interagir et disperser le
faisceau dans toutes les directions. L'analyseadariere diffusée va étre recueillie par un
détecteur et permet de déduire un coefficient fesion des particules qui est converti en
distribution de taille puis en rayon hydrodynamigkéle fournit également des informations
sur la présence d'agrégats, la polydispersité dkeanéllons et donc I'nomogénéité de la
solution. Il s'agit d'une technique rapide et &adl utiliser pour le contréle de qualité des
protéines et elle possede I'avantage principaledeas étre destructrice. Les lectines rHML et
rBTL ont été solubilisées dans le tampon 20 mM H&ERE 7,5 contenant 150 mM NacCl.
Les mesures ont été effectuées avequb@e protéine dans des cuves en quartz (Hellma)
grace a un systeme « Zetasizer nano series » (Mdivgtrument).

3.4 TSA: Test de décalage thermique

Le TSA (Thermal Shift Assay est un test qui surveille la stabilité thermigies
protéines et examine les facteurs qui influenttahilié. Ces facteurs sont notamment le pH,
la concentration du sel, la nature du tampon etlesl ligands. Le test se réalise dans une
plague de 96 puits avec un appareill de QRT-PCR i{®pticon, Biorad). Durant
I'expérience de TSA, un gradient de températur@slea 100 °C a raison de 1 degré par
minute est induit sur un échantillon protéique mgé&a a un fluorophore, le sypro-orange
(Sigma-Aldrich). L'utilisation d’'un fluorophore caple de fluorescer uniqguement dans un
environnement hydrophobe va permettre d’obtenir omettique de dénaturation de la
protéine ainsi que de déterminer le Tm de la pnetéEn effet tant que la protéine est
correctement repliée, les acides aminés hydrophobesnt pas accessibles au fluorophore.
La fluorescence mesurée reste faible. Puis loréguempérature augmente, la dénaturation
progressive de la protéine rend les acides amigésophobes accessibles au fluorophore.
Une augmentation de la fluorescence est alors wbsgusqu’a I'obtention d’'un pic qui
correspond au Tm de la protéine. Le calcul de tavéé de la mesure de la fluorescence en
fonction de la température facilite la lecture dm T™e la protéine d’intérét. Différents
tampons a différents pH ont été analysés pouelgsies rHML et rBTL.
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4. OUTILS POUR L'ETUDE DES INTERACTIONS PROTEINE-SU CRE
4.1 Tests d’hémagglutination de rHML et de rBTL

La détermination de l'activité hémagglutinante & gialisée selon Moreira et
Perrone (1977) avec quelques modifications décdkekessous. Les tests ont été effectués
dans des plaques de microtitration de 96 puits pketines ont été préparées dans un tampon
(50 mM Tris-HCI pH 7,5 + 150 mM NaCl) & une concation de 1 mg.mt. 50 pL de cette
solution sont déposés dans le premier puits plesggamme de concentration a été réalisée par
dilution en cascade de deux en deux dans les puitgants. Les hématies de lapin
(BioMérieux) ont été diluées dans une solutionngalile 150 mM NaCl pour obtenir une
concentration finale a 2%. Les hématies ont égaleéte soumises a des digestions soit avec
la trypsine soit avec de la papaine selon des gutes classiques. 50 uL de ces érythrocytes
ont été ajouté aux protéines dans chaque puitstilitge hémagglutinante a été lue aprés 30
minutes d’incubation a 37 °C. La plus basse comagah en lectine pour laquelle une
hémagglutination est encore visible est appeléatpbgquivalence et la concentration en
lectine de ce puits correspond a une unité d’hétatiggtion (UH).

4.2 Analyse de la spécificité des protéines sur paia sucres Glycan Array)

Les protéines (HML, rHML, BTL et rBTL) ont été marges par l'ester de
tétrafluorophényle grace au réactif Alexa-fluor 488P (Fisher-Scientific). Les protéines ont
été préparées a une concentration de 4 mg.dans un tampon 100 mM de bicarbonate de
sodium pH 9,0. Le réactif TFP a été préparé exteammment dans du DMF
(diméthylformamide) a une concentration de 10 mg'nile mélange a été incubé une heure
a température ambiante sous agitation. La progtigie finalement séparée du réactif résiduel
par dessalage sur colonDesalt polyacrylamidgPierce) dans un tampon 20 mM HEPES pH
7,5, 150 mM NacCl. Les échantillons marqués ontegtguite envoyés au CFGd¢nsortium
for Functional Glycomics (http://www.functionalglycomics.org/) pour détamar leur
spécificité pamglycan arraysa des concentrations de 0,2 - 2,0 - 20,0 et 200,mL" sur la

puce mammiferes version 5.1.
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4.3 Analyse de l'interaction de BTL avec un octasabaride fucosylé par ST[-RMN

La STDRMN (Saturation Transfer Differenc§ ou différence de transfert ¢
saturation est une technique spectroscopie de résonance magnétique nuclédisgeatpoul

obtenir des informations sur l'interaction de gdigands avec des protéi..

Les expériences de S-RMN sont basées sur l'observation des signau
résonance du ligand. Elle requiert leustraction du spectre dans lequel la protéine ¢
saturée de maniére sélective avec un ligand, detrepdans lequel la protéine est libre
ligand. Seulement les signaux du ligand qui onti dectransfert de saturation de la proté
composeront le BD. Pour une molécule qui se lie a un réceptewlesgent les signaux di
protons qui sont proches du contact avec la pretéimecoivent le transfert de magnétisa
apparaissent dans le spectre de différence. Cefaérarde saturation est une incion de
liaison. Ainsi, il est possible de caractériser BAC-RMN les atomes d'hydrogene du lige

qui sont plus proches de la région de liaison@ddeine (VIEGASet al. 2011).

Pour les expériences de S-RMN, un octasaccharide avec un noyau fucé
(01-6), appelé Fu®cta, sélectionné a partir des résultats de pucseEr s, a été synthéti
par I'équipe de notre collaborateur Dr. Carlo Umagt (Université de Bayruth, Allemagr
(Figure 111.2). BTL a été préparée a 0,1 mM et tagaccharide até préparé 25 fois plt
concentré que la protéine. Les deux échantilloriséth solubilisés dans 20 mM de tam)
Tris-HCI pH 7,4 dans de l'eau lourde:;O. Les mesures ont été faites. Un contréle -
RMN a éte effectué dans 99,9690 en utilisant les méeas conditions expérimentales, m

en l'absence de BTL.

Figure I1l.2: Structure du Fi-Octa utilisé dans les tests de STD avec

HO
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5. ESSAIS DE TOXICITE
5.1 Létalité contraArtemia sp.

L'effet de HML, rHML, BTL et de rBTL suArtemia sp a été évaluée par la
méthode décrite par Carneiep al, 2013. Les cysted’Artemia sp ont éclos dans l'eau de la
mer artificielle & 28 °C sous aération et un éalggr constant. Les cystes ont été incubés dans
un tube cylindre de polyéthyléne & une concentiadi® 1,0 g.L* dans I'eau de la mer. Aprés
48 heures, l'aération a été suspendue et la luraiété dirigée vers le fond du cylindre. En
raison de son comportement phototrophe, les naaptiimigré vers la lumiere et se sont
accumulés au fond du tube, tandis que les cystes'@ut pas éclos sont restés a la surface.
Les nauplii en bonne santé, qui se sont regroupésral du tube, ont été recueillis et utilisés
pour le test.

Les lectines (HML, rHML,BTL et rBTL) ont été dissms dans I'eau de la mer
artificielle & une concentration de 200 pg.mlLes tests ont été effectués en utilisant des
plaques de Limbro® de 24 puits. Chaque puits aa¥tépli avec 10 nauplii, une solution de
lectine (12,5 - 25,0 - 50,0 ou 100 pg.Wlet I'eau de la mer artificielle, avec un volurogt
de 2 mL. Les tests ont été effectués en trois ela@rap et le contréle négatif ne contenait que
2 mL d’Artemia sp Apres 24 h et 48 heures d'incubation, le nomler@alplii morts a été

compté et la toxicité a ensuite été évaluée.

5.2 Culture cellulaire et essais colorimétriques MT

Les cellules du cancer du poumon (A549) ont étéveéds dans le milieu DMEM
(Dulbecco’sModifiedEagle Mediun) supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (&VF)
37 °C dans une atmosphére humidifiée contenant BUC@. La détermination de la
concentration des lectines a été mesurée en atiliskit BCA Protein Assay(Pierce). Pour
les essais, les lectines ont été dissoutes dansNDetihtenant 10% de SVF a différentes
concentrations (12,5 - 25,0 - 50,0 ou 100 pginlLe contrdle négatif était de la BSA & 50,0
et 100 pg.ml. La cytotoxicité de HML, rHML, BTL et de rBTL core des lignées de
cellules CCL-185 et HTB-38 a été évaluée en utiisa test MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-
yh)-2,5-diphényltétrazolium). Les cellules ont é@gsemencées dans des plaques a 96 puits (1
x 10" cellules/puits). Aprés 24 heures, les cellules @bé exposées a différentes
concentrations des lectines. Un dosage MTT a été2fah, 48 h et 72 heures apres le
traitement. L'absorbance a été mesurée en utilisatgcteur de microplaques (Victor ™ X5
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Multilabel Plate Reader, PerkinElmer ) a 492 nmgAy). Le pourcentage d'inhibition de la
croissance cellulaire a été calculé a partir dpiiion suivante selon Zhergal.2011.

Le pourcentage d'inhibition = [1 - (Ase2nm pour les cellules traitées/cellules non traitées a Asgonm)] X
100 decontrole négatifne contenait que des artemias

Toutes les observations ont été validées par, ainsndrois expériences
indépendantes en triple exemplaire pour chaqueriexp@. Les données ont été analysées par
le test ANOVA suivi d’'un test de Tukey pour des @araisons multiples. Il a été considérée
comme significatif P<0,05 pour toutes les analydess données ont été exprimées en

moyenne = SEM (erreur type de la moyenne).

6. ETUDE STRUCTURALE DE rHML ET DE rBTL
6.1 Cristallisation de rHML et de rBTL

Pour les essais de cristallisation, la méthodéséél était la goutte pendante par
diffusion de vapeur, en utilisant des plaques dpui&s (Hampton Research). Une goutte de 1
uL de solution concentrée en protéine (4 mg'mbur rHML ou 6 mg.mL* pour rBTL) a été
déposée sur une lamelle en verre siliconée etaddwedemi par une solution de précipitant (1
pL). La lamelle a été ensuite retournée et scall&e de la graisse sur un puits contenant ce
méme agent précipitant (200 pL). Apres I'obtentlercristaux, des essais d’optimisation ont
éte effectuées en faisant varier la concentratier'ajent de précipitation et le pH de la
solution, en répétant le procédé de diffusion deeuva Un criblage complet de plusieurs kits
de cristallisation a été réalisé sur la platefodeecristallisation de 'EMBL, Grenoble (HTX-
Lab). La technique de la goutte assise par diffusie vapeur a été utilisée dans ce cas avec
des volumes de 100 nl de protéine et de 100 nt@gpmitant. Les essaies de cristallisation ont
également été faites en utilisant un robot modébesduito cristallisation®. Les plagues ont
été maintenues a 20 °C. Les cristaux obtenus dantpktcés dans une boucle de taille
appropriée et une solution cryoprotectante si re&tes avant d’étre congelés dans l'azote
liquide et transportés a I'ESREUropean Synchrotron Radiation FacilityGrenoble, France.
Les expériences de diffractions aux rayons X oninpede déterminer la nature des cristaux:

protéine ou sel.
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CHAPITRE IV:

RESULTATS ET DISCUSSION
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CHAPITRE IV: RESULTATS ET DISCUSSION

1. EXTRACTION ET PURIFICATION DES LECTINES SAUVAGES HML ET BTL

Les lectines sauvages HML et BTL ont été obtenuespadtir de la
chromatographie d'échange d'anions sur DEAE-cskuldes fractions non retenues (Pl
DEAE) ont montré une activité d’hémagglutinantetieoihes érythrocytes de lapin traités et
non traités avec des enzymes protéolytiques. Lée@alV.1 et la Figure IV.1 montrent les
résultats de la purification. En plus, les deuxtgres ont été obtenus pures et libres de
contaminants, similaires aux résultats obtenusNaayanoet al., 2002 et Ainonzt al. 1995,
respectivement. A partir de 100 g des d’'alguessées il est générelement possible de
purifier environ 70 mg d’HML et 80 mg de BTL.

Tableau IV.1: Tableau de purification des lectin®4L et BTL, respectivement.

1) ,- 2): ., 3)
o Pr(ételn Ersiine Titre | Activite A.H Rendement | 4F.
raction (UHmL | totale | (UHmg
.1, | totale (m - % P
(mgmL Y| O MI 1Y T ony | S
Extrait 0,019 0,57 2 60 105,2 100 1
Fraction O- o
70 0,019 0,095 8 40 421,05 66.7 4
PIDEAE | 0,0016 0,48 4 120 250 200 2,37
“Protéin Mitre | Activité | AH
et e Protéine ' Rendement | 9
raction -
(mgmL” | totale (mg) (UI_—{mL totale (UHlmg (%) P
Extrait 0,095 2,28 256 6144 2694 100 1
Fraction O- d
60 0,034 0,17 512 2560 15059 41.68 558
PIDEAE | 0,0065 0,27 128 5504 19692 86,55 7,3

1) La concentration de protéines solubles (BRADFQRI®76); 2) Titre: unité
hémagglutinante (UH.mt); 3)A.H: Activité Hémagglutinante (UH.mY, la relation entre

68



I'activité d’hémagglutination et la concentratioa protéines totales; 4) F.P: facteur de
purification calculée a partir de la relation entaetivité hémagglutinante de I'extrait total et
chaque étape suivante.

Figure IV.1: Electrophorése sur gel de polyacryl#en5% de HML et de BTL en conditions
de dénaturation et réductrices.
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La chromatographie par échange d'anions sur coldDBAE-cellulose est
souvent utilisée pour isoler les lectines d’alguesnme les lectines ddypnea cervicornis
(NASCIMENTO et al, 2006), Bryothamnion seaforthilAINOUZ et al, 1995), Solieria
robusta (HORI et al., 1988), S. filiformis (BENEVIDES et al., 1996), Amansia multifida
(COSTAEet al., 1999),Gracilaria ornata (LEITE et al., 2005), entre autres. Dans la plupart
des purifications, la colonne est efficace pourengt tous les pigments, comme les
phycobilines présents en abondance chez les alguges, ce qui facilite I'obtention des
lectine pures dans les fractions non retenues sswolonne. Ainsi, BTL et HML ont été
purifiés sur DEAE-cellulose et en suite utiliséesiples tests de spécificité sur puce a sucre

et les tests de toxicité.

2. CLONAGE, EXPRESSION ET PURIFICATION DErHML ET D E rBTL

Les génes synthétiques de HML et BTL ont été clatass différents vecteurs
(PET32a, pET32a-TEV et pMalp2-TEVNX) en utilisaesisites de restrictiodhd et Ncdl.
Aprés digestion par ces deux enzymes des clonestis#inés, la présence d'un fragment

spécifique de la taille attendue pour les genesmiodour HML et BTL d’environ 270 pb a
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confirmé la transformation et la présence du gémtédét (Figure IV.2). Le séquencage a

démontré que la séquence nucléotidique était deretalans le bon cadre de lecture.

Figure IV.2: Validation de la transformation des cellule€Ed'coli avec les plasmides
d’intérét, apres digestion avlcd et Xhdl.

Plasmide

Géne (270 pb)

1) Marqueur de poids moléculaire (50 bp DNA Laddew England Biolabs). 2) pET32a-
HML; 3) pET32a-TEV-HML; 4) pET32a-BTL; 5) pET32a-M=BTL.

Ensuite, ces plasmides ont été transformés partbleomique dans les différentes
souches .coli sélectionnées: pour exprimer rHML et rBTL: BL 22H3), Origami (DE3),
Origami B (DE3), Rosetta-gami 2 (DE3). Plusieursiditions d’expression ont été testées
afin de déterminer celles qui permettraient d’obstéa plus de protéine sous forme soluble.
Plusieurs parametres peuvent en effet influer ldement de protéines recombinantes
exprimées dans des systémes hétérologues. Paripa@sétres, on peut citer le type de la
cellule héte, la température d'induction, la comegion de l'inducteur (IPTG), la durée
d'induction, la densité optique au moment de l'atidin (DQs00nny) aiNSsi que le vecteur utilisé
pour le clonage (GRASLUNt al.2008). Pour déterminer les conditions optimalesr pou
I'expression d'une protéine particuliere, il farit compte de tous ces parametres. Toutefois,
ces stratégies ne fournissent pas et ne provogasrie méme degré de réussite pour chacune
des différentes protéines. Par conséquent, larditation du rendement et de la solubilité est
toujours un processus empirique (VILLAVERDE; CORRIA03).

Dans les différents essais, quelques conclusiongepe étre tirées. La variation

de température, par exemple, modifie considérabiertee proportion entre les protéines
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solubles et agrégées sous forme de corps d'inoluBilois la température est haute, plus la
protéine exprimée tend a se concentrer dans laidnamsoluble. Les essais ont montrés
qu’une concentration en IPTG de 0,2 mM était safite pour induire I'expression de rHML
et rBTL. Le temps d’induction est dépendant deelapérature d’induction choisie et il ne
doit pas étre trop long sinon les protéines se atgt ou s’agregent. Ces résultats sont

cohérents avec une revue de la littérature faitd-pancis et Page 2010.

En ce qui concerne les différents plasmides tef8aneilleurs résultats ont été
obtenus avec le plasmide pET32a-TEV. Dans ce ptisra protéine recombinante est
exprimée avec une protéine de fusion (thiorédoxs@yie d’'une étiquette hexahistidine
clivable avec la protéase TEV a I'extrémité N-terate. La thiorédoxine aide la solubilité des
protéines et aussi la formation des ponts disedfuCes protéines de fusion ont été exprimées
dans les souchesklcoli BL21 (DE3) pour BTL et Rosetta-gami 2 (DE3) pouviH Les
meilleurs conditions d’expression ont été pour urduction avec 0,2 mM IPTG a 16 °C
pendant 16 h lorsque les cellules avaient atteiet DQyyonmentre 0,6-0,8. Les essais d’auto-
induction n'étaient pas satisfaisants car la pmet@ seulement été obtenue sous forme de
corps d'inclusion probablement a cause de la aléalisée a 37 °C. Si de nouveaux essais
devaient étre tentés dans le milieu autoinductibbytres températures devraient étre testées.
Pour rHML, des essais d'incorporation de la sélékthionine ont été réalisés mais ont
échoués car la souche Rosetta-gami 2 avec le mlaseni question n'a pas réussie a croitre

dans le milieu minimum nécessaire dans ce protppolér une raison indéterminée.

Une fois les meilleures conditions déterminées,bastéries ont été lysées par
pression et la purification a été effectuée pawomtatographie d’affinité sur une colonne
HisTrap, 1 mL (Figure IV.3 et IV.4).
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Figure 1V.3 Chromatogramme de l'application de la fractiorul@ des lysats de cellules
d’E.coli transformées avec le gene rHML (A) ou rBTL (B), sure résine avec du nickel
immobilisé (HisTrap).
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Tampon d’équilibre: PBS pH 7,4 + 10 mM d'imidazdakenpon d'élution: PBS pH 7,4 + 500
mM imidazole, flux: 1 mL.mift. Vert: gradient d'imidazole (10-500 mm), bleu (akmion &
280 nm).
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Figure IV.4 Profil électrophorétiqgue des fractions protéiquag@&s par chromatographie
d'affinité sur colonne HisTrap.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 1 2 34567 891011121314 15

A) rHML et B) rBTL. Elution avec un gradient d'imédole (10-500 mM). Les puits 5 et 8
représentent les protéines marqueurs de poids maiéx (10, 15, 20, 25,37, 50 et 75 kDa).

L'analyse sur gel SDS-PAGE 15% des fractions éldéds HisTrap a montré la
présence des protéines rHML et rBTL. Les bandeséddt ont un poids moléculaire apparent
de 25 kDa correspondant a la fusion thiorédoxinééétjuette hexahistidine d’environ 15
kDa avec la protéine d'intérét (rHML ou rBTL) d’eron 9 kDa. Les fractions les plus pures
ont été rassemblées et concentrées & 1 mb.avant d'étre analysées par Western blot
(Figure 1I1.5). Un immunomarquage spécifique deaxdiectines recombinantes est observé
confirmant 'absence de dégradation et la présdad&tiquette polyhistidine.

Figure IV.5: Western blotde thioredoxine-HisrHML (1) et thioredoxine-HisrBTL (2),
respectivement.
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Ensuite, I'étiquette polyhistidine et la thiorédagiont été éliminées par clivage
avec la protéase TEV. Les échantillons ont étépesies sur colonne de nickel afin de séparer
la thiorédoxine et I'étiquette polyhistidine quindaetenues de la lectine d’intérét qui n’est
pas retenue. L'analyse sur SDS-PAGE 15% confirmemigure totale de la fusion et que les

protéines rHML et rBTL étaient pures et libres dataminants (Figure 1V.6).

Figure 1V.G Profil électrophorétique de rHML et rBTL, respeetinent 2 et 4. Les puits 1 et
3 représentent les marqueurs de poids moléculaire.
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Les protéines ainsi obtenues ont été concentréessoeimises a une
chromatographie d’exclusion moléculaire. Celle-ci naontré que les deux lectines

recombinantes étaient monomériques et a permisnif@r les aggrégats présents.

Malgré tous les efforts dans I'optimisation depiession hétérologue de rHML et
de rBTL, le rendement final de la purification étdienviron 2 et 4 mg de protéine soluble
pour quatre litres de culture pour rHML et rBTLspectivement. Ces résultats peuvent étre
insatisfaisants, par rapport aux études précédemelquant I'expression des lectines de
microalgues et de macroalgues, ou dans la plupestods, les protéines recombinantes
présentaient un bon rendement (GIOMAREL&1 al, 2006; MASSI, AHMAD, 2012,
XIONG et al.,2006; Lkt al.,2011; GAQet al, 2010). Cependant, rHML et rBTL présentent
de nombreux ponts disulfures probablement impliqiegss leur repliement et leur stabilité.
La bonne formation de ces ponts peut se révélécitiiflors de I'expression en systéeme
hétérologue bactérien. Malgré un rendement failbke,deux lectines ont pu étre exprimées

sous forme soluble, obtenues sous forme tres puaetiees contre les érythrocytes de lapin
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(indiqué ci-dessous). Il a été ainsi possible @pintles quantités suffisantes de ces deux

protéines pour leur caractérisation physico-chimaiqu

3. CARACTERISATION PHYSICO-CHIMIQUE

L’homogénéité de rHML et rBTL a été analysées paEDLes mesures realisées
ont montré qu’apres la colonne de nickel, les pmet étaient monomériques et qu’il n'y
avait aucune formation d'agrégats a faibles comatons. Cependant des agrégats sont
détectés & des concentrations supérieures a 3 rifgurtout pour rHML et il y a un haut
degré de polydispersité. La formation de multimearesd’agrégats de HML et de BTL a été
aussi observée au cours de mesures en spectronétnmsse et confirmée pour HML par
des données d'ultracentrifugation analytique (NA@ABRt al, 2005b; CALVETEet al,
2000). Ces multimeéres résultent probablement adédeganisation des ponts disulfures et de

leur échange avec des monomeres voisins.

Des tests de dénaturation thermique ont été réadifié d'analyser les meilleures
conditions de tampon des lectines et d’ainsi éviterau moins atténuer, I'état d'agrégation
des protéines. rHML est plus stable dans les tasq@hmM Tris-HCI ou HEPES pH 7,5
contenant tous les deux 150mM NaCl. Pour rBTL ledlleurs tampons étaient entre pH 7,0
et 8,5 avec 20 mM Tris-HCI ou HEPES pH 7,5 ou kicpH 8,5 supplémenté de 150 mM
NacCl.

L'eau de la mer est Iégérement alcaline ce qui wond plupart des lectines
d'organismes marins a présenter une activité opiagoH neutre ou légerement basique
(PAJIC et al, 2002; MOURAEet al, 2006; DRESCHet al, 2008). Il est supposé gque les
lectines peuvent jouer un réle a la fois intraxgtacellulaire (VASEt al, 2008). La présence
de lectines ayant une activité optimale a un piedht de celui du milieu environnant laisse
donc penser que ces lectines seraient situéesd#gsnfactions subcellulaires ou le pH est

différent du milieu prédominant.

4. OUTILS POUR L'ETUDE DES INTERACTIONS PROTEINE-SU CRE
4.1 Tests d’hémagglutination de rHML et rBTL

Pour confirmer le repliement correct et la fonctialité de rHML et rBTL, des

tests d'hémagglutination ont été réalisés avecsuspension d'érythrocytes de lapin a 2%
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traités et non traités avec des enzymes protéabt. Ce test est rapiddacile a réaliser et
analyser et concluant (Figure IV.

Figure IV.7. Propriétés hémagglutinantes de rHML (A) et rBTL.
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Sang de lapin traité avdes enzymes protéolytiques trypsine (T) et papaP). Le N fait
référence au sang non tri. Le C carespond aux contréles positif "+HML sauvage a 0,5
mg.mL?) et négatif "-* 60mM Tris + 150 mM NaCl).

rHML a montré une activité hémagglutinante supégdarsqu'elle est en conte
avec des hématies traitées par les enzymes trypsipapain: L’ agglutination détectée a u
dilution de 2, donne & rHMLune activit¢ spécifique de 16 UH.™" tandis que son
homologue sauvage a montré une activité spécifimaeicoup plus élevée de 2UH.mg™
rBTL a montré une meilleuractivité aprés contact aveesl| érythrocytes traités a la tryps.
L'agglutination de rBTLdétectée & une dilution d®, correspond &ne activité spécifique ¢
256 UH.mg', tandis que BTL sauvage a montré une activitéiigée de 19.692 UH.n"* de
protéine, donc rBTL a une acité beaucoup plus faible que BTL sauvage. Le fitus élevé
pour les lectines sauvage par rapport aux lectreesmbinantes peut étre associée
gamme des isoformes présentes dans les fractionSiques. La présence d'isoformes r
pas rare poules lectines d’algues et a été observée entresaptrer les espéeces E. serra
(HORI et al.,2007),B. seaforthi (NASCIMENTO-NETOet al.,2012; MEDINA-RAMIREZ
et al., 2006), H. japonica(HORI et al., 2000), B. plumosa(YON et al., 2008; Hanet al.,
2010, 2011) eE. prolifera(AMBROSIO et al.,2012).

La détermination du titre était souvent difficile & fois pour les protéine
recombinantes et natives avec le sang non trailédGANO et al, 2005b; AINOUZet al.,
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1995). Elle a nécessité un traitement des eérytihescyde lapin avec des enzymes
protéolytiques trypsine et papaine. Ceci implique s glucides reconnus par ces lectines
sont probablement «masqués» par le glycocalyxeteur exposition n’est possible qu’aprés
traitement enzymatique. Le méme phénomene a égrvabpour d'autres lectines d'algues
comme les lectines d€aulerpa cupressoideAINOUZ; SAMPAIO, 1991), Gracilaria
ornata (LEITE et al., 2005),Oscillatoria agardhii(SATO et al.,2000; SATO; HORI, 2009),
ou H. cervicornis(NASCIMENTO et al.,2006).

Avant le clivage de la fusion thiorédoxine et dsidiuette d’histidine, les deux
protéines thioredoxine-HgHML et thioredoxine-Hig-BTL étaient capables de reconnaitre et
d’agglutiner des érythrocytes, mais avec une détivioindre que les lectines rHML et rBTL
finales clivées. Cet effet peut étre attribué aacadie partiel du ou des sites de liaison aux

glucides ou a de changements de conformation cpaséa présence de la protéine de fusion.

4.2 Analyse de la spécificité des protéines par pei@ sucres Glycan Array)

Les méthodes d'analyse de spécificité disponihlgses du CFG permettent de
tester un trés grand nombre d'oligosaccharides peecde protéine. Les lectines HML,
rHML, BTL et rBTL, marquées avec le fluorochromesrd Fluor-488, ont été envoyées pour
analyse. Les 610 oligosaccharides de la puce mamamviersion 5.1 ont été testés a quatre
concentrations différentes en lectine: 0,2 - 20,0 - 200,Qug.mL™.

Les données observées pour la BTL sauvage (Figur@A) montrent une
spécificité remarquable pour l&sglycanes complexes présentant un noyau fucosllés)
avec en particulier le motif (Mai-6(Marul-3)Marfl-4GIcNAPBL-4(Fual-6)GIcNAD).
L'affinité de liaison pour cebll-glycanes est affectée par la présence de réselBlaNAC
bisectés puisqu’aux faibles concentrations (0,2,@ug.mL?Y), le signal de fluorescence est
perdu mais pas aux concentrations élevées commgg0>. Ainsi, nous pouvons dire que
BTL peut reconnaitre presque tous Iglycanes complexes contenant une fucosylation du
noyau (1-6) utilisés dans cette étude. Il est tres prabghk BTL ait une préférence pour les
N-glycanes non bissectés, ce qui implique que isdiade la lectine au fucose de noyal-(

6) peut étre affectée par des interférences s&sige la branche. Cette hypothése est tout a
fait plausible puisque BTL n'a montré aucune sp@t@fde liaison pour leBl-glycanes tétra-
antennés. On a également observé que la lectioamait préférentiellement léd-glycanes
bi- et tri-antennés de chaine courte. L'allongendestbranches dans les tri-antennés diminue
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I'affinité, par rapport I'allongement des branctiass les bi-antennés. L'ajout d’acide sialique
a l'extrémité non réductrice du glycane influe pesiment sur la spécificité de liaison de la
lectine. BTL ne reconnait pas d'autre type de ghgsafucosylés que ceux ayant le fucose de
noyau (1-6). La bifucosylationgl-3) et (1-6) du noyau est certes reconnue mais ne dépend
que de la présence du fucosé-g) étant donnée qu’en présence de fucesey il n'y a pas

de liaison, comme démontré par les données dedauaeres préparés par notre collaborateur
Dr. Niels Reichard (Université de San Sebastiapafse). Ainsi, nous pouvons conclure que
BTL est strictement spécifique pour lgylycanes complexes comportant le fucose de noyau
(a1-6) (Figure 1V.8B).

La spécificité de rBTL a également été analysées das mémes conditions
expérimentales de BTL. Les résultats présentés ldagimphique (Figure 1V.8C) ont montré
que la lectine recombinante a la méme spécifictdaison auxN-glycanes, avec la base de
fucosylation ¢1-6), que la lectine sauvage, mais elle était maictive, ce qui peut étre
vérifié par la fluorescence relativement faibler papport a la lectine sauvage a la méme

concentration.

Figure 1V.8: Etudes de la spécificité de BTL et rBTL sur pucasiéres.
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référence a la liaison fucosel(6) et les bifucosylations aux liaisons fucos#-8) et fucose
(a1-6). (C): Résultats pour rBTL marquée a I'Alexaicit 488, 2 ug.mt sur la puce
mammifére version 5.1 du CFG. Les représentatiass aligosaccharides ont été faites a
partir de la plate-forme GlycoWork (CEROBM al,2007).

Pour HML, les mémes conclusions peuvent étre tiggemnt a une spécificité
stricte pour ledN-glycanes complexes avec une fucosylatih§) du noyau (Figure 1V.9). Il
a été cependant impossible de caractériser lafgiécde la lectine recombinante rHML
auprés du CFG. Comme décrit précédemment, rHML & farte tendance a former des
aggrégats et est, de plus, tres instable. L'ultraifagation analytique avait en effet montré
une forte tendance a I'agrégation pour HML et emi@aier & pH basiques (NAGANGt al.,
2005b). Lors du marquage avec I'Alexa Fluor-488\yitHa du étre solubilisée dans 100 mM
de bicarbonate de sodium pH 9,0. Bien que la pretéharquée présentait une activité
hémagglutinante, il est donc fortement probablelipi'se soit agrégée au cours du temps et
du transport. Peut-étre qu’un marquage avec déotmé, qui se réalise a pH neutre, serait
plus approprié pour déterminer le profil de liaisnx oligosaccharides de rHML auprés du
CFG.

Figure IV.Q Etudes de la spécificité de HML sur puce a sucres.
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fluorescence). Les résultats complets, y compresligte des oligosaccharides est disponible
sur http://www.functionalglycomics.org/. Les repatations des oligosaccharides ont été
faites a partir de la plate-forme GlycoWork (CERG kI, 2007).
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Des spécificités semblables a celles de HML et Bht. également été signalées
pour les hypnines, des lectines de l'algue rotijejaponica HJALl, HJA2 et HJA3
reconnaissent spécifiquement INsglycanes complexes avec une fucosylatiof-§) du
noyau et pas les autres oligosaccharides fucogyasinés (liaisonsl-2, al-3 oual-4).

Les trois hypnines ont pratiguement montré la métfi@ité et la méme spécificité pour
oligosaccharides entre elles, ce qui implique @gudifférence de trois acides aminés dans la
séquence primaire des hypnines n'est pas situés karsite de liaison aux glucides
(OKUYAMA et al, 2009; KOBAYASHIet al.,2012).

Les comparaisons de seéquences primaires de BTlestHdAs (1, 2 et 3) ont
révélé des similitudes entre elles et avec lesnestdeBryothamnion seaforthiile la céte du
Brésil (BSL2, BSL3 et BSL4) et de la cbte des Gmesi(BSHV1, BSHV2, BSHV3 et
BSHV4) (NASCIMENTO-NETO et al.,, 2012; MEDINA-RAMIREZ et al., 2006). En
revanche, il y a des difféerences considérableseetds lectines d’algues rougds.
musciformiset H. cervicornis trouvés sur la cote du Brésil et les lectinegid@ponicade la
c6te du Japon (NAGAN@t al, 2005b), malgré des spécificités trés similaremme le

montre ce travail.

Beaucoup de lectines avec des propriétés de liaagofucose 1-6) ont été
obtenues a partir de différentes sourcestus tetragonolobusagglutinin (LTA), Ulex
europeusagglutinin 1 (UEA-1) (revu par MATSUMURAet al., 2007), Lens culinaris
agglutinin  (LCA-1), Pisum sativum agglutinin (PSA) (TATENO; NAKAMURA,
HIRABAYASHI, 2009) de plantesAleuria aurantialectine (AAL) (WIMMEROVA et al.,
2003), Aspergillus aryzaelectine (AOL) (MATSUMURA et al., 2007), Ralstonia
solanacearumlectine (RSL) (SUDAKEVITZ; IMBERTYU; GILBOA, 2002) Pholiota
squarrosa(PhoSL) (KOBAYASHI et al., 2012) de champignon&urkholderia ambifaria
(BambL) (AUDFRAY et al., 2012) etB. cenocepacigdBC2L -C) (SULAK et al, 2011) de
bactéries. Cependant, la spécificité de liaisonr pauducosylation ¢1-6) du noyau desi-
glycanes n’est pas conservée. AAL, par exemplenmgit les fucoses liés enl(3), @1-4)
et (@1-6), UEA et LTA reconnaissent le fucosel{2) tandis que LCA reconnait le fucose
(a1-6) mais aussi les residus de mannose. SeuleseA®hoSL reconnaissent le fucosé-(
6) plus précisement. LCA et AAL sont utilisés commearqueurs des glucides avec une

fucosylation du noyau sur les glycoprotéines, at agtuellement commercialisées a cet effet.

Les structures fucosylées sont connues pour étpdiguges dans de nombreux

événements biologiques. La fucosylation est largegndistribuée dans les tissus des
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mammiféres et est altérée dans certaines condifiati®logiques (VARKEt al, 2009). La
fucosylation ¢1-6) du noyau attire l'attention car elle est urrquaur essentiel de cancer
chez I'homme. Elle fonctionne comme un biomarqueles cellules de carcinome
hépatocellulaire en raison de la grande quantiié-fétoprotéine fucosylée (AFP-L3) dans ce
genre de cancer (MIYOSHHt al, 2008). Il est également connu que le contentueose
(a1-6) sur le noyau des-glycanes augmente avec la tumorigenese d’un tissgue le foie,
les poumons et I'estomac. Il affecte aussi l'effiéade la cytotoxicité cellulaire dépendante
des anticorps (SHEILDE&t al, 2002).

La spécificité stricte des lectines HML et BTL sdasme native ou recombinante
pour ce type de fucosylation en fait de trés borcesdidates pour sa détection sur les
glycoprotéines de la surface des cellules animalés pourraient aussi étre utilisées dans le
diagnostic du cancer et comme réactif pour la pedjwa et le contréle de la qualité des
anticorps dont lesN-glycanes ont tendance a perdre cette fucosylatiém. marqueur
spécifiqgue de la fucosylatioru1-6) du noyau serait important pour comprendreble de
cette structure oligosaccharidique, puisque latfoncbiologique exclusive deN-glycanes

complexes la portant est encore inconnue a ce jour.

4.3 Analyse de l'interaction de BTL avec un octasabaride fucosylé par STD-RMN

L'analyse de linteraction de BTL avec un octasadde fucosylé Fuc-Octa
(GlcNAcB1-2Marul-6(GIcNAPB1-2Manml-3)Mar1-4GIcNAJ 1-4(Fual-6)GICNA®) par
STD-RMN a montré que certains protons du ligand gdus proches de BTL que d'autres.
L'effet STD le plus fort a été observé pour lesrbgénes H4, H5 et H6 du fucose ce qui
suggere que ces protons sont les plus prochedaldesiiaison de BTL. Un effet moindre a
été observé pour le groupement acétyle du GlcNAcdthgdrogene H2 du mannose de la
branche B (1-6). Ainsi, I'effet STD observé pourlB3aturée avec du Fuc-Octa montre que la
protéine reconnait principalement le fucose det#isaccharide, confortant les résultats de

spécificité obtenus par puce a sucres (Figure V.10
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Figure 1V.10: Spectre de STD-RMN de BTL avec Fuc-Octa

A B |
Ac GleNACT + GleNAC(A/B) | ‘ |
"
L Wi i i
LAY Y Ity \ A
[ ) i ’ | H4 +HB Fuc +++
| ™ J i H2 aMan(B) +
Ac GlcNAc2 +++ N | L
Ac GleNACT h i | || vp N e aMank) T
GlcNAC(A/B) — Acn ) \'u'éi| '\ p -‘.'
~1 | P i b Ll .
. Me Fuc + Waay, v AURL i M F s A LA
e PR " 1 [ / 7 W [ ‘ jj YW N Y L L AV A
P henmtar SV - e e | o N
| ‘ ‘ HS Fug +++
L il = -
‘ ! ! &0 45 40 s
[ppm] IeAm)
\..ﬂ__,J

A) Spectre de référence (rouge) et spectre STD-RiMIN) de Fuc-Octa en présence de BTL.
B) représente la région mis en évidence en A aréplif

5. ESSAIS DE TOXICITE
5.1 Létalité contre le microcrustacéArtemia sp.

Artemia sp a été largement utilisé dans les tests de téxatitle létalité, parce que
c'est un animal facile a maintenir dans des camtfitide laboratoire et il est largement
répendu. Ces tests sont souvent utilisés commadicaieur de la cytotoxicité des composés
bioactifs. Cette toxicité est directement liee & geopriétés biologiques telles que l'activité
anti-VIH, l'activité insecticide, pesticide ou dnthorale (CARBALHOet al, 2002; NUNES
et al, 2006).

Les lectines HML, rHML, BTL et rBTL n'ont montré aune toxicité contre
Artemias spaux concentrations utilisées (12,5 — 25,0 — 50,000 pg.mL), méme aprés 48
heures d'incubation avec le microcrustacé. Cecgénegque les formes recombinantes et

sauvages de HML et de BTL sont inoffensives patemia sp.

Cependant, la toxicité des lectines d'algues peginmlicrocrustacés a rarement été
évaluée. Dans le cas de la lectine de l'algue réugansia multifidgAML), la aussi aucune
toxicité n'a été démontré (SILVAc, 2010). Dans tests avec les lectines de l'algue verte
Codium isthmocladun{CiL-1 et CiL-2), aucune toxicité n'a été observpendant les
premiéres 24 heures. Cependant, apres 48 h, CiisRrgvélée toxique avec une éHde 30
ng.mLY, correspondant & un niveau significatif de togi¢BILVA, 2013). Il ne semble pas y
avoir de relation entre une caractéristique margude la lectine et le degré de toxicité contre

le microcrustacé.
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5.2 Culture cellulaire et essais colorimétriques MT

Les résultats de I'essai MTT ont montré quel'intobades cellules A549 avec les
lectines HML et rHML diminuent leur viabilité en 4feures de traitement (Figures IV.11A et
IV.11B). L'inhibition de la croissance cellulair¢gaié d'environ 20% au bout de 48 heures,
mais aucune différence significative n’a été obserentre les différentes concentrations

testées.

Le traitement avec les lectines BTL et rBTL a méntune tendance a
laugmentation de la cytotoxicité a 24 h et a 4&his cette tendance n’est pas concentration
dépendante (Figures IV.11C et IV.11D). Le traitetnemec BSA n'a montré aucune

cytotoxicité contre les cellules A549 (données représentées).

Certes, une action cytotoxique de HML, rHML, BTLr&TL contre les cellules
A549 n’est pas l'application biotechnologique laugl appropriée pour ces lectines.
Cependant, rien n'’empéche une action de reconmamsseellulaire déclenchée par une
interaction avec les lectines étudiées et les leslluen question, sachant que les
adénocarcinomes pulmonaires présentent des nivamsidérables de glycoprotéines ayant
la fucosylation ¢1-6) du noyau. Considérant que HML, rHML, BTL etTiBreconnaissent
spécifiguement cette fucosylation, ces lectinesraoent servir de glycobiomarqueurs.
Cependant, des expériences complémentaires dodtemtréalisées afin d'examiner cette
application potentielle. Dans des expériences nwemée Pintoet al (2009), BTL a été
capable de difféerencier des variants de carcinomedtbn humain, ou la fucosylation1(-6)
a augmenté dans les premiéres phases de dévelagpemeancer puis a ensuite diminué

dans la phase métastasique.
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Figure 1V.11: Effet de la cytotoxicité de HML, rHML, BTL et rBTtontre les cellules A54
étudiée par le test MTT
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6. ETUDE STRUCTURALE DE rHML ET DE rBTL
6.1 Processus de cristallisatic

Pour les essais ccristallisation, rHML (4 mg.mL) et rBTL (6 mg.ml™) ont été
soumises a un criblage init de cristallisation avec les kits 1 et 2ldampton Resear, les
kits Midas, MorpheusCrystal Screerl et 1l de Molecular Dimension Ltd disponible
laboratoire et un criblage aupres de la platefodaecristallisation de 'EMBLApres six
semaines d’incubation, un cristal de rE est apparu dans le puit contenant 1,0 M LiCl, O,
Tris pH 8,0, 10% PEG 6KFigure 1V.12).
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Figure IV.12 Cristal de la protéinrBTL.

A) B)

A) Microcristalde rBTL obtenu a partir de condition 1,0 M LiCl, 0,1 M Tris pH 8,0, 10
PEG 6K. Les goutteg200 nL) ont été préparées par un robadé cristallisation. B)
Microcristau de rBTLdiffracté a 15 A.

Ce cristal a été plongé dans la solution mere supghtée a 30% de PEG !
avant d’étre placé dans une litholoop (Moleculanelsions Ltd) et congelé dans l'az
liquide. Il a diffracté & 15 A sur la ligne de liére ID144 de 'ESRF équipée d’un détect
ADSC quantum 4. Ces résultats ont confirmé queait’éin cristal de protéine mais
résolution n’était pas suffisante pour une colletgedonnées. Aprés l'obtention de ce prel
cristal, nous avons essayé le reproduire manuellement et d’optimiser les ctods de
fagcon a voir aussi des cristaux plus gros mais eégsais n’'ont pas abouti. Il est parf
difficile de reproduire les cristaux obtenus daes danogouttes. Des essais d’optimise

plus pousse sont nécessaire

Un jeu de données natif & 2.4 A a été collecté paulectine native HML
(NAGANO et al.,2005a).Sa structure tertiaire n’a pas encore été résoluke fde phases. E
I'absence de structure de lectines homologuegdanique de renlacement moléculaire r
peut étre utilisée et il est nécessaire de résolarprobleme des phases par dau
méthodes. La présence de 16 atomes de soufre pivees cystéines et des méthionine
HML dans la séquence pourrait permettre le phasa utilisant le signal anomal du sou
lors de collecte de données SAD ou MAD. Il n'a g#8 possible d’obtenir des criste
satisfaisants a ce jour pour ce type d’étude. s, pl a été impossible d’obtenir des crist:
avec la lectine recombinante HI dans les conditions de cristallisation de la pre&auvag
ou lors de criblage pe-étre suite aux problemes d'agrégation rencontrésritd
préecédemment. Seuls des cristaux de sel ont éEnudbta Grenoble. Il semble dc
nécessaire de stabiliser rtL pour éviter ces problemes avant de poursuivreetsais d

cristallisation de la forme recombinan
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CHAPITRE V:

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

88



89



CHAPITRE V: CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La conception et I'exécution de ce travail de thesepermis le clonage du gene
synthétique et la production hétérologue des lestid’algues rouges marind$ypnea
musciformigrHML) et Bryothamnion triquetrun(rBTL).

Les protéines recombinantes rHML et rBTL ont étédpites en systeme
bactérien dan&scherichia coli Malgré un rendement final de purification assablé pour
des lectines, les résultats sont satisfaisantsgpeailes deux lectines rHML et rBTL ont été
obtenues sous forme soluble et active. Il a ét&iblesd'obtenir des quantités suffisantes de
ces deux protéines pour leur caractérisation pbyshimique. La production de HML et de
BTL sous forme recombinante contribuera a une dition de I'extraction de ces algues dans
I'environnement, et permettra également leur pridaodors des saisons de pénurie puisque

ces algues sont saisonniéeres.

Les tests sur puces a sucres ont montré une sjtécsiricte de HML, BTL et
rBTL pour les oligosaccharides complexes compottamiicosylation ¢1-6) du noyau, avec
une préférence particuliére pour IMsglycanes non bissectés, bi- et tri-antennés d@neha
courte. La présence d’'acide sialique a I'extrémibé réductrice du glycane favorise la
reconnaissance de ces glycanes. C'est la prenaieaetérisation des lectines d’algues rouges
par puce a sucres. Des expériences de STD-RMN mesiée BTL, ont montré sont
interaction et donc sa reconnaisannce d’'un octhsaide au niveau de noyau fucosyd
6). Ces résultats laissent entrevoir des applicatipotentielles comme glycobiomarqueurs
pour HML et BTL notamment pour la détection ddéueosylation (11,6) du noyau dans les
glycoprotéines de la surface de cellules animalas aussi comme outils pour la détection et

le diagnostic du cancer.

La fonction biologique de la reconnaissance striletece type dé&-glycanes par
ces lectines est inconnue, mais nous pouvons srgae relation étroite entre cette classe
d’oligosaccharides et le ligand naturel de cedriestdans leur mode d'action (endogene ou

exogene).

L'étude de ces lectines d’algues et leur caraet@is biochimique ont donc
fourni des informations importantes sur les intéoas protéines-sucres et la spécificité pour
les oligosaccharides complexes. C'un point de dépaur comprendre les mécanismes

d'action ou de reconnaissance et l'affinité pow scres. Une fois en possession de ces
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informations, I'analyse de la capacité de cesnestia reconnaitre les glycanes impliqués dans
des événements biologiques intéressants, ou lanawh de leur fonction dans l'organisme

d'origine pourra étre entreprise.

Le plus grand défi maintenant sera de tenter dendje a la question sur
I'importance biologique de cette interaction poes lalgues d'origine: quels sont les
événements liés, quelles sont les étapes de ldevimrganisme impliqguées et comment ces
processus peuvent-ils étre explorés. Cette étugmifades informations qui peuvent ajouter
aux études des lectines de macroalgues marinesteldtion de la forme recombinante de la
lectine, combinée avec I'étude de son interactiecales oligosaccharides complexes, sont
des outils importants pour cette approche. Elldsrant a mieux comprendre les lectines de
ces organismes, leur fonction, leur mode d'actibheers applications biotechnologiques

potentielles.

Dans les essais de toxicité, HML, rHML, BTL et rBTlont montré aucune
toxicité contreArtemia sp.une cytotoxicité faible contre les cellules d’adés@inome du
poumon (A549). Cependant, des expériences comptémen doivent étre réalisées afin
d'évaluer une potentielle application de ces lesticomme glycobiomarqueurs pour les

cellules en question.

Le premier cristal de rBTL, obtenu a I'aide d'ubatbde cristallisation, a diffracté
a basse résolution ne permettant pas une analyse gbussée. Des problemes de
reproductibilité ont été rencontrés: homme-robot Fenance—Brésil. Le chemin vers la
résolution de la structure cristallographique détHet de rBTL nécessite de résoudre ces
derniers et d'effectuer de nouvelles expériencesridgallisation. La présence de nombreux
atomes de soufre pourrait étre un atout pour résolal structure 3D de rHML sur des
cristaux natifs. L'incorporation de sélénocystéisesaussi a envisager pour les deux lectines
plutét que celle de sélénométhionines au vue dubne plus important de cystéines et du fait
gu’elles seront plus stables car elles sont pramabht impliquées dans des ponts disulfures.
Les résultats présentés dans ce travail ont péamédaction d'un manuscrit pour publication

dans la langue anglaise qui sera soumis prochaimeme
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POINT SUR LES AUTRES TRAVAUX DEVELOPPE PENDANT LE D OCTORAT

Les travaux impliquant dans la production de ledimétérologues des algues
rouges marineHypnea musciformigrHML) et Bryothamnion triquetrum(rBTL), leur
caractérisation physico-chimique, I'étude de leaécHicité pour les oligosaccharides et de
leur toxicité a été utilisés pour écrire cette &hédevelopper la collaboration des équipes
brésiliennes et francaises pendant le stage erietletuAu cours de la période du doctorat,
d'autres projets ont également été effectués imgtitjdes lectines végétales et animales a
I'Université Fédérale du Ceara, générant un togabkidt publications en tant que premier
auteur ou co-auteur, listées ci-dessous. Quatmesapublications avaient été finalisées au
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Filho, J; Freitas, V.; Cavada, B. S.; Radis, B. Quantitative expresson analysis of
Bodhesin genes in the buck (Capra hircus) reproductive tract by real-time polymerase
chain reaction (QRT-PCR). Animal Reproduction Science (Print), v. 110, p. -85 2009.

D'autres projets ont également été commencés &euade francaise, mais, a

cause du temps limité, n'ont pas encore été fimlis

Production hétérologue des domaines isolés des diglines: Les lectines de I'amibe

Dictyostelium discoideun{Discl et Discll) sont constitués de deux domaimeset C-
terminaux. lls ont été exprimés séparément dansyseme hétérologuk. coli afin de
caractériser leur spécificité pour les oligosacclesr sur puce a sucres d’évaluer leur toxicité

contre le nématodé@aenorhabditis elegans.

Production hétérologue des lectines slI2 e sll2.Pes lectines du coraBinularia lochmodes

ont été exprimées dans le systeme hétéroldguaeli. Les protéines ont été purifiées et

différents protocoles ont été testés pour obtesrrotéines actives mais sans résultats.

Production hétérologue de la lectine dePhotorhabdus luminescens: Une lectine

membranaire hypothétique a été identifié dans tege de la bactéri. luminescensLe
géne synthétique pour la lectine a été cloné airmépde maniere recombinante d&soli.
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