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PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

Les sujets abordés dans cette theése se situent dans le domaine de la glycobiologie
structurale, la branche de la biologie qui étudie les structures et les interactions des
glycomolécules. Pendant les quatre années de cette these, passées pour moitié au Département de
Biochimie et Biologie Moleculaire (UFC, Brésil) et au CERMAV (UJF, France) j’ai été
confronté a des sujets différents mais complémentaires tels que 1’utilisation de la biologie
moléculaire, 1’analyse  structurale des complexes protéine-sucre et la caractérisation
thermodynamique des interactions lectine-sucre. Cette theése peut étre divisée en trois parties. La
premiere est dédiée au clonage et a la production de la lectine recombinante, la deuxieme décrit
les études d’affinité et de spécificité de cette lectine pour les glycannes et la troisieme analyse la
structure cristalline de la lectine complexée avec différents ligands glucides.

Le premier chapitre est une introduction a la glycobiologie et a I’objet de notre étude :
les lectines. Dans le deuxieme chapitre, une attention particuliere a été portée aux méthodes
permettant 1’étude structurale et 1’analyse des interactions lectines-sucres. Une introduction aux
méthodes expérimentales utilisées est incluse, notamment concernant la biologie moléculaire, les
puces a sucres, la microcalorimétrie et la cristallographie. Le troisieme chapitre est dédié a la
production recombinante d’une lectine de légumineuses a partir du matériel génétique des
graines. Le quatrieme chapitre est dédi€ aux interactions lectines-sucres et décrit la spécificité de
la lectine PELa envers les glucides et 1’analyse de 1’affinité pour quelques glycannes. Dans le
cinquieme chapitre, I’étude structurale des complexes de la lectine avec différents
oligosaccharides est abordée. Quelques conclusions et perspectives terminent la présentation de
ce travail. A la fin, il est fait un petit point sur les autres travaux développés au cours de cette
these.

Cette these a été rédigée en langue portugaise, mais comprend deux annexes: le résumé
du travail de these en langue frangaise et le manuscrit en langue anglaise d’une publication qui
sera soumise prochainement a Journal of Biological Chemistry.

Dans cette version, le résumé de la these en langue frangaise est présenté au début, suivie

par la version portugaise et par l'article pour publication.
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I. Introduction :

1. Généralités sur la glycobiologie et les lectines:

La glycobiologie est la science qui étudie les structures, les propriétés et les fonctions des
glucides dans la matiere vivante. Ces études ne concernent pas seulement les glucides et les
glycoconjugués mais €galement toutes les autres classes de molécules biologiques (protéines,
lipides, nucléotides) qui interagissent avec eux. Le but de la glycobiologie structurale est de
déterminer la structure tridimensionelle et d’établir des modeles pour les interactions impliquant
ces molécules (TAYLOR & DRICKAMER, 2003).

Les glucides représentent la plus importante source de biomasse sur la planete Terre et
leur complexité, surtout en terme de variations structurales, n’a pas d’égale dans les autres
classes de polymeres biologiques (NELSON & COX, 2009). L’énorme potentiel biologique codé
par les glucides résulte de leurs capacités a créer des structures de grande complexité, incluant
des points de ramification, a partir des simples monomeres. Cette caractéristique des glucides est
unique parmi tous les polymeres biologiques. La conséquence directe de cette variabilité
structurale est une grande diversité dans le role et dans la localisation des glucides dans les
organismes vivants: renforcement structural, accumulation d’énergie, reconnaissance
moléculaire, croissance et développement, défense, ancrage et ciblage (TAYLOR &
DRICKAMER, 2003).

Des découvertes majeures ont marqué 1’élucidation du rodle des oligosaccharides: (i) la
structure glucidique des déterminants du systeme ABO sanguin a été établie ; (ii) I’interaction
entre une hémagglutinine et I'acide sialique a été démontrée lors de 1’agglutination des
érythrocytes par le virus de la grippe; (iii) il a été observé que la défucosylation des lymphocytes
empéche leur migration dans les tissus. En 1968, Ashwell et Morell identifierent la premicre
lectine animale, une protéine impliquée dans la clairance des glycoprotéines circulant dans le

sang (ASHWELL & MORELL, 1974). Cette découverte flit a 1’origine des nombreuses
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recherches qui ont depuis été consacrées au role joué par les glucides dans les processus de
communication et de reconnaissance moléculaire.

Le mot lectine dérive du verbe latin legere qui veut dire « sélectionner » ou « choisir »,
un nom bien approprié pour cette trés importante classe de protéines. Les lectines ont été définies
comme des protéines d’origine non-immune qui se lient spécifiquement et de fagon réversible
aux sucres et ne montrent aucune activité enzymatique pour ces substrats (KOCOUREK &
HOREJSI, 1981). Les lectines sont des molécules ubiquitaires, car elles se retrouvent dans toutes
les classes d’organismes, chez les microorganismes (virus, bactéries), chez les plantes, chez les
insectes et les animaux. Elles sont aussi appelées agglutinines car elles sont généralement
capable d’agglutiner les cellules (comme les érythrocytes) et les glycoconjugués. Cette
caractéristique tres importante des lectines est due au fait que ces protéines sont généralement
multivalentes (VAN DAMME et al., 1998). La découverte majeure que certains états
physiologiques et pathologiques étaient associés a un changement de I’état de glycosylation des
cellules fut possible grace a ’utilisation des lectines. Le nombre de travaux publiés sur les
lectines a vu une grande croissance principalement grace a I’abondance des lectines dans tous les
organismes vivants, accompagné d’une certaine facilité de purification.

L’intérét majeur qui pousse aujourd’hui la recherche sur les lectines est 1ié sans doute a
leur capacité unique de « lire » I’information biologique qui est codifiée dans la structure
tridimensionnelle des sucres. Les lectines sont en fait les récepteurs spécifiques pour les
interactions protéine-sucre qui jouent des rdles clé dans une multitude de processus de
reconnaissance moléculaire et de signalisation cellulaire (AMBROSI et al., 2005) (Figure 1).

Il est intéressant de noter que la plupart des lectines sont spécifiques pour un petit nombre
de sucres et que, dans la majorité des cas, ces sucres sont présents dans et sur la surface des
cellules, surtout sous la forme de glycoconjugués. On peut identifier deux classes de lectines par
rapport a leur spécificité : celles qui reconnaissent un monosaccharide spécifique et celles qui
reconnaissent exclusivement des oligosaccharides (SHARON, 2003).

Parmi les monosaccharides le plus souvent reconnus par les lectines on retrouve le
mannose, le fucose, le galactose/N-acetylgalactosamine (GalNAc) et la N-acetylglucosamine
(GIcNAc). Tres peu de lectines reconnaissent I’acide sialique sous la forme de monosaccharide.
En général la spécificité est forte pour un monosaccharide et peu de substitutions sont autorisées.

La deuxieme classe de lectines est formée par celles qui nécessitent un oligosaccharide
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spécifique. L’affinité montrée pour les oligosaccharides est généralement beaucoup plus élevée

que pour les monosaccharides par la présence de sites de liaison plus profonds formant plus de

contacts avec le ligand (SHARON, 2003).

Virus Bacterium Lymphoeyte

Oligosaccharide

chain
Plasma :
membrane ) -4 % P-selectin =1
wal:_\ =3 { = .: Toxin [ \
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TN : i =
\!
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. - (@
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&
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newly synthesized
protein

T Golgi Lysosome

Figure 1. Role des oligosaccharides dans la reconnaissance et 1'adhésion a la surface cellulaire. (a) Les
oligosaccharides constitués d’un assemblage précis de monosaccharides (représentés par des hexagones) sont
présentés par les glycoprotéines ou les glycolipides sur la surface externe de la membrane plasmique. (b) Certains
virus qui infectent les cellules animales, tels que le virus de la grippe, se lient a des glycoprotéines de la surface
cellulaire lors de la premiere étape de l'infection. (c) Des toxines bactériennes, comme celles impliquées dans le
choléra et la coqueluche, se lient a des glycolipides avant de pénétrer dans les cellules. (d) Certaines bactéries
comme Helicobacter pylori adherent a la cellule, puis colonisent ou infectent les cellules animales. (e) Les sélectines
de la membrane plasmique de certaines cellules servent de médiateurs des interactions cellule-cellule, par exemple
pour 'interaction entre les lymphocytes T avec les cellules endothéliales de la paroi des capillaires dans un site
d'infection. (f) Le récepteur du mannose 6-phosphate (lectine du complexe de Golgi) se lie aux oligosaccharides des
enzymes lysosomales, une étape nécessaire de leur transfert vers le lysosome. (Adapté de NELSON & COX, 2009).

2. Les lectines de Légumineuses:

Les lectines végétales sont des modeles de choix pour I'étude des bases moléculaires des
événements de reconnaissance, car elles peuvent étre facilement purifiées et montrent une

grande variété de spécificité pour différents glucides (LORIS er al, 1998; LIS & SHARON,
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1998, SHARON & LIS, 2002). Ces protéines ont été utilis€és comme outils pour les études en
immunologie et en glycobiologie, a cause de leur domaine de reconnaissance des glucides (CRD)
qui interagit sélectivement avec certains résidus d'oligosaccharides (BONNEIL e al, 2004).

De nombreuses fonctions ont été proposées pour les lectines végétales, telles que la
protection contre les pathogenes et les insectes, le transport et le stockage des glucides et la
reconnaissance cellulaire (dans la cellule, entre les cellules ou entre organismes). Elles ont été
également considérées comme des protéines de réserve ou comme des régulateurs de croissance
(PUSTZALI 1991) .

Chaque lectine a ses propres caractéristiques, notamment par rapport aux applications
biologiques. Cela signifie que, en regle générale, chaque lectine a son application potentielle, ce
qui explique pourquoi chacune d'entre elles, méme si elle semble structurellement similaire a une
autre lectine, mérite d'étre étudiée séparément (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). La
découverte de nouvelles lectines ayant des spécificités différentes reste attrayante, car elles
peuvent servir de nouveaux modeles pour la compréhension des processus dynamiques de la
communication molécule-cellule, cellule-cellule et cellule-organisme.

Les lectines de légumineuses représentent le groupe le plus étudié parmi les lectines
végétales (MANN et al., 2001). Elles constituent une grande famille de protéines étroitement
liées, présentes dans les especes représentant la famille Leguminosae. Ces protéines peuvent €tre
présentes dans les graines, feuilles, tiges et racines des végétaux (SHARON & LIS, 1990;.
LORIS et al, 1998). Des domaine de la méme famille existent dans de nombreuses autres plantes
telles que le riz et Arabidhopsis thaliana, ou ils sont généralement associés a des domaines
kinases (Hervé et al., 1999).

Les structures cristallographiques d’un trés grand nombre de lectines de 1égumineuses ont été
résolues (210 structures disponibles de 35 lectines differentes) (VARROT et al., 2011). Ces
protéines s’assemblent sous différentes formes dimériques ou tétramériques mais la structure de
tous les monomeres de lectines de 1égumineuses est tres conservée (Figure 2) (BANERJEE et al
1996;.. HAMELRYCK et al, 1998). Chaque sous-unité se compose d'environ 60 % des brins 3
antiparalleles disposés en deux ou trois feuillets reliés par des boucles. Ce repliement protéique,
appartenant a la grande famille des B-sandwiches, est plus précisément connu sous le nom

"jellyroll" ou "lectin fold " (SRINIVASAN et al 1996;. HAMELRYCK et al, 1998).
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Figure 2. Schéma du principe de la structure tertiaire d’une monomere typique de lectine de légumineuse. A la
droite, la structure tertiaire du monomere de la lectine de Canavalia gladiata (CGL) complexé avec a-méthyl-
mannoside et Abu (I’acide a-aminobutyrique) (code PDB: 2D7F).

Le site de reconnaissance des glucides est constitué de plusieurs "boucles" présentant
différents degrés de variabilité et formant une cavité sur la surface protéique. La reconnaissance
spécifique des glucides se fait par des liaisons hydrogene entre la lectine et le sucre, des
interactions de Van der Waals et ’établissement de contacts supplémentaires médiés par les
molécules d'eau. (SHARMA & SUROLIA, 1997; WEIS & DRICKAMER, 1996; ELGAVISH &
SHAANAN, 1998). Un ion calcium et un ion manganese sont toujours présents dans le site de
reconnaissance des lectines et les acides aminés assurant leur coordination sont trés conservés.
La présence de ces ions est nécessaire pour la reconnaissance des sucres. Le calcium et le
manganese n’interagissent pas directement avec le ligand glucidique mais ils maintiennent la
conformation de certaines boucles du site, et en particulier la présence d’une liaison cis pour un
aspartate tres conservé (LORIS er al 1998;. BOUCKAERT et al, 2000). (BOUCKAERT et al
1995;. LORIS et al, 2004). Malgré le grand nombre de structures obtenues par cristallographie
aux rayons X, relativement peu de lectines ont été résolues en complexe avec un oligosaccharide
de grande taille (http://www.cermav.cnrs.fr/lectines/).

En plus du site de reconnaissance des glucides et du site de liaison aux métaux, des

études récentes ont montré la capacité de ces protéines a interagir avec des composés
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hydrophobes (HAMELRYCK et al., 1998), qui peuvent étre impliqués dans certains processus
biologiques importants (DELATORRE et al., 2007).

Les possibilités d'utilisation des lectines de légumineuses comme outils

biotechnologiques sont considérables au vu du grand nombre d'études scientifiques démontrant
les activités biologiques de ces molécules (KITADA et al., 2010; KIMBLE et al., 2010).

Plusieurs activités biologiques ont été décrites pour les lectines extraites a partir d'especes de

légumineuses (Tableau 1).

Tableau 1. Exemples d’activités biologiques décrites pour les lectines extraites de légumineuses.

Lectine

Role

Référence

Dgui (Dioclea guianensis)

Activité antifongique

ARAUJO-FILHO, et al., 2010

ConBr (Canavalia
brasiliensis), CFL (Cratylia
floribunda), Dgui, DGL (D.
grandiflora), Dvir (D.
Virgata)

Effet toxique sur les

mollusques

SANTOS et al., 2010

CGL (Canavalia gladiata)

Activité anti-inflammatoire et

analgésique

NUNES et al., 2009

ConBol (Canavalia

boliviana)

Activité antinociceptive

FIGUEIREDO et al., 2009

ConBr, CGL, ConM

(Canavalia maritima)

Effet vasodilatateur

ASSREUY et al., 2009

ConM

Relaxation de 1’aorte et

libération d'oxyde nitrique

GADELHA et al., 2005

ConBr, DGL, DVL (Dioclea

Activation des lymphocytes

BARBOSA et al., 2001

violacea)
ConBr Activité antidépresseur BARAUNA et al., 2006
ConA (Canavalia Interférence dans le processus

ensiformes), ConBr, CFL,
DVL, DGL

de formation des biofilms

microbiens

TEIXEIRA et al, 2006
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La sous-tribu Dalbergiae, appartenant a la sous-famille Papilionacées de la famille

Léguminosae, comprend 48 genres et 1200 especes. La présence de lectines avec des spécificités

variées a été rapportée dans 11 especes de cette sous-tribu (Tableau 2).

Tableau 2. Spécificité pour les sucres des lectines de la sous-tribu Dalbergieae.

Lectine Specificité Référence
Andira fraxinifolia Man RANGEL et al., 2009
Andira retusa Man NASCIMENTO et al., 2002
Lonchocarpus araripensis GlcNAc PIRES et al., 2008
Lonchocarpus carpassa Gal/GalNAc/Glc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus GIcNAc ALENCAR et al., 1999
Machaerium acutifolium GlcNAc /Gle BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum Man/ GlcNAc PEREIRA-JUNIOR, 2008
Platypodium elegans Man/Glc BENEVIDES et al., 2008
Pterocarpus angolensis Man/Glc LORIS et al., 2003
Vatairea macrocarpa Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

Parmi les lectines de la sous-tribu Dalbergiae, seule la lectine a glucose/mannose de
Pterocarpus angolensis (PAL) a été décrite par détermination de sa structure tridimensionnelle
(LORIS et al., 2003). Cette structure contient une boucle classique mannose spécifique, mais la
boucle de reconnaissance des métaux a plus de similarit¢ avec des lectines de spécificité
différentes telles que celles de Ulex europeus et Maackia amurensis. Les interactions avec la
molécule de mannose dans le site principal de liaison sont conservées, mais les environs du site
primaire different de ceux des autres lectines Glc/Man spécifiques telles que ConA. Ces
observations expliquent les différences dans leur profil de spécificité fine par 1'oligomanoses.
(LORIS et al., 2004). Les structures cristallines de PAL en complexe avec une série
d’oligomannoses et de N-glycannes complexes ont été résolues (LORIS et al., 2003, BUTS et al.,
2006, GARCIA-PINO et al., 2007). Les oligomannoses se lient de facon préférentielle par la

séquence tétrasaccharide au mannose de la branchel-6. Les expériences de microcalorimétrie

16



isotherme de titration ont montré des affinités de 150 uM pour I’oligomannose M5, 16 uM pour
le biantenné complexe GN2M3 et 12 uM pour la glycoprotéine agglutinine de soja.

Les études structurales des lectines de la sous-tribu Dalbergiae sont donc disponibles
pour une seule lectine ce qui limite 1I’étude des mécanismes d'action basé sur I'affinité
différentielle entre ligands spécifiques.

Les travaux préliminaires effectués lors de mon Master de Biochimie a I’Université
Fédéral du Ceara (BENEVIDES et al., 2008) ont mis en évidence une activité lectinique dans les
extraits de graines de Platypodium elegans. Ces extraits sont capables d'agglutiner les
érythrocytes de lapin, mais pas des érythrocytes du systtme ABO. Le potentiel fongicide et
termiticide d’une fraction lectinique a également été décrit mais la présence d'isoformes et la

difficulté a les séparer ont limité 1’étude de cette lectine.

3. Clonage et expression hétérologue des lectines de legumineuses.

Le clonage des genes codant pour les lectines végétales peut €tre considéré comme une étape
cruciale pour l'obtention et la production de ces protéines a grande échelle (LUO et al., 2005).
L'expression des lectines végétales dans les bactéries se révele €tre un moyen efficace de
sélection pour I'étude isolée de chaque isoforme (LUO et al., 2005). Le clonage et I'expression
des lectines végétales recombinantes ont été utilisés pour différents buts: détermination de leurs
structures primaires, analyse génétique et plylogénétique, évaluation du rdle des différents acides
aminés dans la reconnaissance des glucides et l'association des monomeres, production de
lectines présentant de nouvelles spécificités, étude de la fonction des lectines dans les organismes
végétaux (STREICHER & SHARON, 2003).

Escherichia coli est 1'organisme le plus souvent utilisé pour la production des protéines
recombinantes en raison de sa croissance rapide, sa génétique et sa protéomique bien caractérisée
et la disponibilité des nombreux vecteurs de clonage (LUTOMSKI et al., 2004). Dans le cas des
lectines de 1égumineuses recombinantes, E. coli est également le systeme hétérologue le plus
largement utilis€¢ (BRANCO et al., 2004; WANG et al., 2004). Le clonage de ces genes est
facilité¢ par la disponibilité de kits commerciaux. Ces dernieres années, plusieurs lectines de

légumineuses ont été clonées et exprimées dans des systemes hétérologues E. coli (Tableau 3).
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Tableau 3. Lectines de Legumineuses clonées et exprimées dans E. coli.

Espéce Nom Specificité Rendement Référence
Allium sativum ASAL Man 5 mg/L UPADHYAY et al. 2010
SHARMA & SUROLIA,
Arachis hypogea PNA GalNAc/Gal 12 pg/L
1994
Artocarpus incisa Frutaline Gal 16 mg/LL OLIVEIRA et al. 2009
Bauhinia purpurea BPA Gal ND* KUSUl et al., 1991
Canavalia
Prepro ConBr | Man/Glc 30 mg/L NOGUEIRA et al., 2002
brasiliensis
YAMAUCHI &
C. ensiformis Prepro ConA | Man/Glc 1 mg/L
MINAMIKAWA, 1990
NAKAMURA et al.,
Castanea crenata CCA Man/Glc 4,2 mg/L
2002
CRAMOLL .
Cratylia mollis | Man/Glc 6 mg/L VAREJAO et al., 2010
HARAGUCHI et al.,
Cycas revoluta CRLL Man 18 mg/L
2006
Dolichus biflorus DBL GalNAc 20 mg/L CHAO et al., 1994
STANCOMBE et al.,
Erytrhina crystagalli | ECL GalNAc/Gal 294 mg/L 2003
E. corallodendron EcorL GalNAc/Gal 4,7 mg/L. ARANGO et al., 1992
Glycine max SBA GalNAc/Gal 100 pg/L ADAR et al., 1997
Griffonia
GS-1I Man/Glc ND ZHU et al.,1996
simplicifolia
NeuSAc2-
3Gall-3
Maackia amurensis | MAH ND YIM et al., 2001
(Neu5Ac2-6)
GalNAc
Gal 1-4 GIcNAc
HOFFMAN &
Phaseolus vulgaris PHA-L 1-6(Gall-4 0,4-1 mg/L
DONALDSON, 1987
GIcNAc1-2)
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JORDAN &
P. lunatus LBL GalNAc/Gal 5 mg/L
GOLDSTEIN, 1994
STUBBS et al.,1986;
2-5 mg/L
Pisum sativum PSL Man/Glc PRASTHOFER et al.,
20 mg/L
1989
Robinia
RBL GalNAc/Gal 10 mg/L NISHIGUSHI et al., 1997
pseudoacacia

*ND : non determiné

On peut également noter qu’un petit nombre de lectines des plantes ont été produites avec
succes dans la levure Pichia pastoris, comme PHA (Phaseolus vulgaris agglutinin), GNA
(Galanthus nivalis agglutinin) (RAEMAEKERS et al., 1999) et ConBr (Canavalia brasiliensis)
(BEZERRA et al., 2006).

4. Etude structurale et termodynamique de I’interaction lectine-sucre:

Une compréhension approfondie au niveau moléculaire du mécanisme de I’association
protéine-sucre exige l'élucidation des aspects structuraux et dynamiques du processus. Une
grande  quantit¢ = de  données structurales sont  disponibles (3D-Lectine :
http://www.cermav.cnrs.fr/lectines/), mais la corrélation entre les propriétés structurales et
dynamiques n’est pas suffisamment éclaircie pour permettre une description de I'énergie
d'interaction a partir des structures (TOONE er al., 1994). La microcalorimétrie de titration
fournit une méthode directe d'évaluation de la thermodynamique de I’interaction et ces données
peuvent compléter 1'information structurale (AMBROSI et al., 2005).

Les interactions lectine-sucre sont généralement caractérisées par une faible affinité pour les
ligands monovalents, une caractéristique contrebalancée par la multivalence des lectines pour les
glycoconjugués présents en grande quantité a la surface des cellules. En général, une affinité
millimolaire est observée pour les lectines en interaction avec des monosaccharides. Pour des
oligosaccharides plus longs, correspondant a un site étendu de liaison sur la surface de la lectine,
I’affinité augmente a un niveau micromolaire. La microcalorimétrie de titration est couramment

utilisée pour caractériser la thermodynamique des associations protéine-sucre (AMBROSI et al
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2005;. DAM & BREWER, 2002). En général, ces associations sont caractérisées par un terme
enthalpique favorable, en raison du nombre élevé de liaisons hydrogeéne et aux interactions de
van der Waals, contrebalancé par une contribution entropique défavorable, qui a été attribuée au
réarrangement des molécules de solvant et a la perte de flexibilité conformationnelle/mobilité du
ligand (DAM & BREWER, 2002).

Dernierement, il a ét¢ montré qu’une meilleure compréhension des interactions lectine-
glucide est essentielle pour le développement d’applications biomédicales (JANAKIRAMAN et
al., 1994, MAMMEN et al., 1998, MOLEMA & MEIJER, 1994). La connaissance profonde des
aspects structuraux et dynamiques du processus est nécessaire et 1’échec d'un certain nombre de
médicaments basés sur les sucres peut €tre attribué a une pauvre compréhension de leurs
mécanismes d'action présumés. (JANAKIRAMAN et al., 1994 A I’opposé une bonne maitrise
des interactions a permis d’obtenir des résultats impressionnants. Un glucide multivalent a par
exemple été€ congu pour se lier au pentamere de lectines de la toxine de Shiga et une affinité
subnanomolaire a été obtenue (KITOV et al., 2000). De la méme maniere, un ligand pentavalent

d’une entérotoxine de E. coli a montré une forte affinité avec un gain de 1000 par rapport au

ligand monovalent (FAN et al., 2000).

5. Objectifs du travail de these:

Clonage et caractérisation moléculaire du gene de la lectine des graines de Platypodium elegans.;

Développer des techniques d'expression chez E. coli et de purification de la lectine, avec

l'obtention finale de la protéine recombinante (PELa) pure;

Evaluer Daffinité et la spécificité de la lectine pour différents oligosaccharides par

microcalorimétrie de titration isotherme (ITC) et Glycan Array.

Cristalliser et déterminer la structure 3-D, en obtenant la premicre structure cristalline d’une

lectine recombinante de la sous-tribu Dalbergiae complexée avec des oligosaccharides. Cela
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fournira des nouvelles structures des lectines de la famille de Iégumineuses, dont la sous-tribu

Dalbergiae dispose actuellement d'une seule structure décrite.

Déterminer les similitudes et les différences dans la spécificité, la structure et les affinités entre

PELa et les autres lectines de la méme famille.

L'identification de la lectine présente dans les graines de P. elegans et sa caractérisation
biochimique fourniront d'importantes informations structurales sur les interactions protéine-sucre
nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action, la reconnaissance, l'affinité et la
spécificité des oligosaccharides complexes au niveau moléculaire. A long terme, cette lectine
produite sous forme recombinante pourra €tre testée pour sa capacité a reconnaitre les glycanes
impliqués dans des événements biologiques intéressants. Ces études pourront €tre corrélées a la
recherche de sa fonction dans l'organisme d'origine ou au développement d’applications

biotechnologiques dans les domaines tels que la pharmacologie et I'immunologie.
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II. Matériels et Méthodes :

1. Biologie Moléculaire: Clonage du gene de PELa

En I’absence d’information sur la séquence primaire de la lectine de Platypodium elegans
(PELa), une stratégie a été¢ mise en place pour l'obtention et le clonage de son géne a partir des
ARNm extraits des graines. La production d'ADNc a été réalisée par des techniques telles que
3'-RACE et 5'-RACE, comme décrit ci-dessous. Ensuite, le gene a été cloné dans le vecteur

d'expression pET-29a afin de permettre l'expression de la protéine PELa dans Escherichia coli.

1.1. Purification de ’ARN

Pour isoler I'ARN, 1 g de graines ont été congelées dans 1’azote liquide puis réduites en
poudre dans un mortier. L'ARN cellulaire total a été isolé en utilisant le kit Concert Plant RNA
reagent (Invitrogen), selon le protocole du fabricant. La quantité des ARN totaux extraits a été
déterminée par lecture au spectrophotometre a 260 nm et 280 nm. Leur pureté et leur intégrité

ont été évalués par électrophorese en gel d'agarose 1 %.

1.2. 3’>-RACE

Deux amorces dégénérées pour le gene de PELa ont été congues avec une
dégénérescence minimale (PLAT1 et PLAT2) a partir des séquences primaires de deux régions
conservées de cette famille de lectines de légumineuses qui correspondent aux sites de liaison

aux métaux (Tableau 4).
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Tableau 4. Conception d'amorces dégénérées pour le gene de PELa.

Séquence Temperature
Amorce Séquence des amorces*
d’acides aminés de fusion (Tm)
5’-TNGCNGTNGART
(V/IL/DAVEFDT | PLATI 54,5
TYGAYAC-3’
5’-CAYATHGGNATHGA
HIGIDVN PLAT?2 52,8
YGTNAA-3

* R, Y et N indiquent (A ou G), (C ou T), et (A, C, G ou T), respectivement.

A partir des ARN totaux, une transcription inverse a été effectuée en utilisant la
transcriptase réverse (Superscript' " II) et 1’amorce oligo(dT) contenant en son extrémité 5' un
site supplémentaire (5'-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT-3'), encore
appelée AP (adapter primer). Ainsi, apres la transcription inverse de la population d'ARNm, la
transcription du gene spécifique de PELa a été obtenue par PCR en utilisant une amorce
dégénérée pour la région interne du gene (PLATI1 ou PLAT2) et ’amorce AP, conformément
aux recommandations du fabricant 3’-RACE (Invitrogen). Le produit 3'-RACE a ensuite été

purifié, cloné dans le vecteur pGEM-T easy (Promega) et envoyé pour séquengage.

1.3. 5’>-RACE

Cette procédure a été réalisée en quatre étapes principales: la conception de I’amorce de
la région 3' du gene, la synthese et la purification de 'ADNc, 1'ajout de 1'étiquette poly d(C), et
I'amplification du geéne, selon le protocole du fabricant 5'-RACE (Invitrogen).

L’amorce dite « gene-specifique » (PLAT3) pour l'expérience 5'-RACE a été congue a
partir de la séquence de l'extrémité 3’ de I'ADNc (obtenue par 1’approche 3’-RACE). Cette
amorce a été choisie afin d’obtenir le gene complet jusqu’a son extrémité 5' (Tableau 5).

La stratégie générale de la technique 5'-RACE a consisté en la synthése de 'ADNc d'une
population de I'ARN total en utilisant une amorce antisens spécifique du gene (PLAT3) et la
Superscript™ II. Apres purification des ADNc sur colonne SNAP, I’enzyme TdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase) a été utilisée pour ajouter une étiquette homopolymere poly d(C) a

l'extrémité 3° de 1'ADNc purifié. La combinaison d'une amorce adaptateur complémentaire a
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I'homopolymere (5’-RACE anchor primer) et de 1'amorce spécifique du gene de PELa (PLAT3) a

permis I'amplification par PCR de la séquence inconnue a I’extrémité 5' de I’ ARNm.

Tableau 5. Conception de 1'amorce spécifique du gene pour le 5’-RACE a partir de la séquence nucléotidique
du produit 3’RACE.

Séquence de Séquence des Témperature de
Amorce Séquence de I’amorce
référence nucléotides fusion (Tm)
Extrémité 5’-TCCAGAGGGA 5’-TGATATAGAGATC
PLATS3 55,9
3’RACE TCTCTATATCA-3’ CCTCTGGA-3’

Ensuite, le produit 5'-RACE a été purifié, cloné dans le vecteur pPGEM-T easy (Promega)

et envoyé pour séquencage.
1.4. Clonage dans le vecteur pET-29a:
La région codante du gene PELa a été clonée dans le vecteur pET-29a, a partir du produit
5'-RACE obtenu (Figure 3). Pour cela, deux amorces (PLAT4 et PLATS) ont été définies,
possédant en 5’ les sites de clonage Ndel et Hindlll pour permettre I’insertion orientée dans le

vecteur (Tableau 6).

Tableau 6. Amorces utilisées dans le clonage du gene PELa dans le vecteur pET-29a.

Séquence d’acides
Amorce 5’- Séquence — 3’*
aminés correspondante
PLAT4
( ) GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC (Ndel)MLLNRA
sens
PLATS
(anti ) GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC | LARDM Stop (Hindlll)
antisens

*Les séquences soulignées indiquent les positions des sites Ndel et Hindlll, respectivement.
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Xho l(158)
Not I{186)
Eag l{18€)
Hind lll{173)
Sal lj179)
Sac 1{130)
EcoR 1{182)
BamH |{128)
EcoR V{206)
Nco li212)
Kpn 1{238)
Bgl llj241)

Bpu1102 ljgo)
N=p Vi288)
Nde li295)

Saf liasezs)
Pvu |j4428)
Miu l{1125)
Bcl lj113g)

Sma {4302}

Nru l{4085) BstE 11{1308)

Apa |{1336)

ET-29a(+
P (53?1bp)( )

BzsH ll{1528)
Eco57 1{3774)
Hpa [{1631}

AN 13842y

BssS lj3339) PshA I[1e70)

BspLU11 3228 =
Sap l[3110)

Bst1107 I(2e87)

Tth111 l2871}

T7 promoter primer #69348-3

PET upstream primer #69214-3 T7 promoter lcopeintor Saia A
[NoeT] S-Tag NspV Bglll  Kpnl _
Eag|
Neol EcoRV BamH | EcoR | _Sacl Sall [FRing ] _ Netl Xhal His*Tag
ATGGCTGATATCGGATCCGAA 1 3 >ACAAG L GG aCAC WAGCACCACCACCAL £ ok 2Ga
.......... nET-200 | -

rTheThrThrGlu shrgleuleuThrly

Bpu11021 T7 terminator
T7 terminator primer #68337.3

pET-29a-c(+) cloning/expression region

indiqués en rouge.

Figure 3. Carte du vecteur pET-29a (Novagen). Les sites pour les enzymes de restriction Ndel et HindlIIl sont

Le produit 5-RACE a donc été amplifié par PCR en utilisant les amorces PLAT4 et

PLATS. Le produit PCR obtenu a été purifié et digéré par les enzymes Ndel et HindIll tout
comme le vecteur pET-29a vide. Apres purification, le vecteur et I'insert digérés ont été ligués.
Le plasmide résultant (pET-29a_PELa) a été utilisé pour transformer des cellules compétentes de

E. coli BL21.
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2. Expression et purification de PELa recombinante:

2.1. Expression de PELa dans E. coli

Les cellules de E. coli BL21 contenant le plasmide pET-29a_rPELa ont été cultivées dans
un milieu LB contenant I’antibiotique kanamycine (30 pg/mL) a 37°C. Lorsque la culture atteint
une DOgoonm de 0,6, I’expression des protéines est induite par I’ajout de I'lPTG (isopropyl-B-D
thiogalactoside) a une concentration finale de 0,5 mM pendant 4 heures a 30 ° C.

Les cellules ont été centrifugées et le culot bactérien a été suspendu dans le tampon de
lyse 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 5 mM CaCl,, 5 mM MnCl, (5 mL pour 1g de culot
cellulaire). Les cellules ont été lysées par a une forte pression en utilisant le one shot cell
disrupter (Constant Systems) a 1700 bars. Apres centrifugation a 20000xg pendant 30 min a 4°
C, le culot a été lavé deux fois avec 50 mM de Tris-Cl pH 8, 4 M urée, 0,5 M NaCl, ] mM
EDTA, 0,5% de Triton X-100 (5 mL de tampon pour 1g de culot bactérien). Les corps
d’inclusion du culot final ont été dénaturés et solubilisés dans 50 mM de Tris-HCI pH 8§, 8 M
urée, 10 mM DTT (2 mL du tampon pour 1g de culot bactérien). Apres une centrifugation a
20000xg pendant 30 min a 4 ° C, la concentration de la solution de protéine dénaturée a été

ajustée a 1 mg/mL.

2.2. Renaturation et purification

La solution de protéine dénaturée (1mg/mL) a été progressivement diluée 20 fois dans 50
mM Tris-HCI1 pH 7.5, 240 mM NaCl, 2 mM MnCl,, 2 mM de CaCl,, 10 mM KCI, 1 mM de
DTT. Apres 1 heure a 10 °C suivie d’une filtration (papier filtre), les protéines renaturées ont été
soumises a I'étape de purification.

La purification de PELa a été effectuée sur une colonne de D-mannose-Sepharose
(Sigma-Aldrich). PELa a été déposée sur la colonne dans le tampon d'équilibration (50 mM Tris-
HCI1 pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, 5 mM MnCl,). Aprés un lavage avec le tampon

d'équilibration, PELa a été éluée par le méme tampon additionné de 200 mM de D-mannose. La
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protéine purifiée a été concentrée a l'aide d'un dispositif d'ultrafiltration Vivaspin (coupure de 10
kDa; GE Healthcare) et conservée a 4 °C.
Les fractions des protéines obtenues ont été analysées par SDS-PAGE 12% (LAEMMLI,

1970) avec coloration au bleu de Coomassie (Sigma-Aldrich).

3. Outils pour I’étude des interactions protéine-sucre

3.1. Tests d’hémagglutination

L’activité hémaglutinante de PELa a été mesurée dans des plaques de microtitration 96
puits avec fond en V (Nunc). La protéine a été préparée dans un tampon 50 mM Tris-HCI pH 7,5
NaCl 150 mM CaCl, 5 mM 5 mM MnCl, a une concentration de 3 mg/mL. Dans une premicre
étape, 25 puL de tampon seul ont été déposés dans chaque puits. Ensuite, un volume de 25 uL de
protéine a été déposé dans le premier puits, puis une gamme de concentration a été realisée par
dilution en cascade de deux en deux dans les puits suivants. Les hématies de lapin (BioMérieux)
ont été suspendues dans une solution saline de 150 mM NaCl a une concentration finale a 2 %.
Un volume de 25 pL de ces érythrocytes a été ajouté aux 25 uL de protéine dans chaque puits.
La lecture d’activité hémagglutinante a été réalisée apres 30 minutes a 37 °C. La plus basse
concentration en lectine pour laquelle une hémagglutination est encore visible est appelée point
d’équivalence et la concentration en lectine de ce puits correspond a une unité

d’hémagglutination (UH).

3.2. Glycan Array (puce a sucres)

La lectine PELa a été marquée par le tetrafluoro-phenyl ester grace au réactif Alexa-fluor
488-TFP (Invitrogen). La protéine a été préparée a une concentration de 1mg/mL dans un
tampon bicarbonate de sodium pH 9,0. Le réactif TFP a été préparé extemporanément dans du
DMF (diméthylformamide) a une concentration de 10 mg/mL. Le mélange a été incubé une

heure a température ambiante sous agitation. La protéine a été finalement séparée du réactif
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résiduel par colonne de dessalage sur colonne D-salt polyacrylamide (Pierce) dans un tampon 50
mM Tris-HCI pH 7.5, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, 5 mM MnCl, . L’échantillon marqué a été

ensuite envoyé au Consortium for Functional Glycomics (http://www.functionalglycomics.org/)

pour étre testé sur les glycan arrays.

3.3. Microcalorimetrie isotherme de titration (ITC)

L'affinité entre PELa et les oligosaccharides définis a partir des résultats de Glycan array
a été mesurée par microcalorimétrie de titration en injectant des aliquots du ligand dans la cellule
contenant la protéine et en mesurant la chaleur dégagée.

Les solutions de protéine et d’oligosaccharides ont été préparées dans le méme tampon :
50 mM Tris-HCI pH 7,5, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, 5 mM MnCl, de maniere a avoir une
concentration en sucre 10 fois supérieure a celle de la protéine. Des aliquots de 10 puL de sucre
ont été injectés toutes les 5 min dans la cellule de mesure contenant la protéine thermostatée a 25
°C. Chaque expérience a comporté une série de 30 injections.

La courbe intégrée de la chaleur dégagée a été analysée par régression non linéaire en
utilisant un modele a un ou deux sites de liaison (origine 7.0). La courbe théorique obtenue a
partir des données expérimentales donne acces a la constante d'association (K,), I'enthalpie de
liaison (AH) et la stochiométrie (n). Les autres parametres thermodynamiques tels que les
variations d'énergie libre (AG) et d'entropie d’interaction (AS) ont été calculées a partir de
I'équation AG = AH - TAS = -RTLnK,, ou T est la température absolue et R est la constante
molaire des gaz (8,314 J.mol'l.K'l).

4. Cristallographie aux rayons X:

4.1. Cristallisation et collecte des données

La méthode de cristallisation sélectionnée a été la diffusion de vapeur en goutte pendante.

Une goutte de solution concentrée en protéine (1uL) a ét€ déposée sur une lamelle de verre
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siliconée et diluée au demi par une solution de précipitant (1 uL). La lamelle a été ensuite
retournée et scellée avec de la graisse sur un puits contenant ce méme agent précipitant (500 uL).

Les expériences de co-cristallisation de PELa avec le ligand trisaccharidique et
heptasaccharidique ont été effectuées en préparant des solutions de protéine a 10 mg/mL et des
solutions de ligand a 1 mM. Le criblage des conditions de cristallisation a été réalisé avec les kits
Hampton Research Screens I and Il (Hampton Research, Riverside, CA, USA).

Les cristaux obtenus ont été congelés dans 1'azote liquide (100K) apres trempage pendant
une durée aussi courte que possible dans 25 ou 30% (v/v) de glycérol dans la solution de
précipitation. Les données de diffraction ont été collectées a I'ESRF (European Synchrotron
Radiation Facility), Grenoble, France, sur les stations ID14-2 et BM30A en utilisant un détecteur
CCD (charge-coupled device) ADSC Q4R (Quantum Corp.)

Un cristal de PELa cocristallisé avec le trimannose a été utilisé pour obtenir un jeu de
données de diffraction collectées a 2,1 A de résolution. Un ensemble de 140 images (oscillation
de 0,75 °) a été enregistré. Les données de diffraction ont été indexées, intégrées et mises a
I'échelle en utilisant MOSFLM (LESLIE, 1992) et SCALA (EVANS, 2006), et converties en
facteurs de structure en utilisant la suite du programme CCP4 (COLLABORATIVE
COMPUTATIONAL PROJECT, 1994). Le cristal appartient au groupe d'espace orthorhombique
p21212; et le coefficient de Matthews de 2,19 A3.Da'a indiqué la présence de deux monomeres
dans I'unité asymétrique (MATTHEWS, 1968).

Un cristal de PELa cocristallisé avec 1’heptasaccharide a permis de collecter une jeu de
données 2 1,6 A de résolution. Un ensemble de 91 images (oscillation de 1 ©) a été enregistré.
Les données ont été traitées comme indiqué ci-dessus. Le cristal appartient au groupe d'espace
orthorhombique p2;2,2; et le coefficient de Matthews de 2,29 A3.Da'a indiqué la présence de
deux monomeres dans l'unité asymétrique (MATTHEWS, 1968).

4.2. Résolution et affinement des structures cristallographiques
La structure du complexe PELa/trimannose a été résolue par remplacement moléculaire
en utilisant un monomere de lectine Pterocarpus angolensis (PDB : 1IN3P) comme modele pour

le programme PHASER (McCOY et al., 2004). L’affinement de la structure a été effectué avec
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le programme REFMAC (MURSHUDOV, 1997) et la construction du modele avec le
programme COOT (EMSLEY et COWTAN, 2004). La structure du complexe
PELa/heptasaccharide a été résolue en utilisant cette premiere structure de PELa comme modele.
Les coordonnés ont été déposées a la Protein Data Bank sous les codes 3ZVX et 3ZYR. Les
dessins moléculaires ont été préparés en utilisant PyMOL (DELANO, 2002) et LigPlot
(WALLACE et al., 1995).
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III. Résultats et discussion :

1. Clonage, expression, renaturation et purification de la lectine PELa:

L'ARN total extrait d'un gramme de graines matures de P. elegans par le kit Plant RNA
Reagent (Invitrogen) ét€ obtenu avec un rendement de 238,6 ng/mL, et un profil
électrophorétique montrant un faible degré de dégradation. La Figure 4 montre la structure de

I'ARNm codant de la lectine PELa.

ANCHOR (AP) PLAT 2

—_— —>

CCCC | 5’ UTR | START STOP | 3’ UTR | AAAAAA
l P— <«
I PLAT 31 ABRIDGED:!
i (AAP):
1
1

PRODUIT 3’ RACE (515 pb)

PRODUIT 5" RACE (837 pb)

Figure 4. Structure complete de 'ARNm codant pour la lectine de P. elegans (région codante : 786 nucléotides)
dérivés a partir des produits de 3' et 5' RACE. UTR: région terminal non codante.

Le 3' RACE a été réalisé en utilisant les amorces PLAT2 et AP, mais la bande obtenue
(environ 500 pb) était tres faible. Ce fragment a été réamplifié avant d’€tre cloné pour le
séquencage. L'analyse des séquences des 500 paires de bases de I’extrémité du produit 3' RACE
a montré une région codante de 321 pb, terminée par un codon stop, une séquence de 165 pb de

la région 3' non codante et d’une queue poly-(A).

31



Le 5' RACE a été effectué en utilisant des fragments d'ADNc. Le produit amplifié par les
amorces PLAT3 et AAP a donné une séquence de 800 pb de I'ARNm de PELa, avec un codon
d'initiation et une séquence de 15 pb de la région 5'-non codante.

La séquence d'acides aminés a été déduite du produit 5> RACE. L'analyse de la séquence
nucléotidique indique que la protéine a 261 acides aminés. La séquence protéique présente des
similarités avec d'autres lectines de légumineuses spécifiques pour le Glc/Man telles que
Pterocarpus angolensis (72%), Pterocarpus rotundifolius (82%) et Arachis hypogaea (70%)
(numéros d'identification: CAD19804, AAT57665 et AAAT4572, respectivement). La Figure 5
montre I’alignement de la séquence de PELa avec celles d'autres lectines de légumineuses de
structure cristalline connue.

Le geéne de la lectine PELa a été cloné dans un vecteur pET-29a pour produire la protéine
recombinante dans E. coli BL21. PELa a été exprimée et accumulée dans des corps d'inclusion et
un protocole de renaturation a été utilisé pour obtenir la protéine soluble et fonctionnelle. Les
corps d’inclusion ont été lavés dans 4 M d'urée et ont été solubilisées dans 8 M 1'urée puis ont été
renaturés par dilution lente. La protéine PELa purifiée et active a été obtenue par passage sur
une colonne de mannose-agarose et élution par 200 mM de D-mannose. L’analyse par SDS-
PAGE indique une masse moléculaire de 29 kDa (Figure 6), correspondant bien a la MM
théorique calculée d’apres la séquence primaire. 5 mg de PELa sont obtenus a partir d’un litre de
culture cellulaire. La protéine a été caractérisée par son activité d'hémagglutination avant chaque

analyse réalisée afin de confirmer la fonctionnalité de la lectine.
2. Caractérisation de la spécificité et de I’affinité de la lectine PELa:

2.1. Etude des propriétés d’hemagglutination de PELa:

Afin de tester l’activité lectinique de PELa recombinante, des expériences
d’hémagglutination sur des érythrocytes de lapin ont été réalisées (Figure 7). A partir d’une
concentration de départ de 1,5 mg/mL, I'unit¢ d’hémagglutination (UH) obtenue est de 23
ug/mL. Les résultats montrent que cette protéine possede des propriétés d’hémagglutination, ce

qui confirme le repliement correct et I’activité de PELa.
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Figure 5. Alignement des séquences primaires des lectines de légumineuses. L'alignement multiple et la prédiction
des structures secondaires ont été obtenus en utilisant le programme webESPript (GOUET, et al., 1999). Les
séquences ont été obtenues a partir de la base de données Entrez protein sequence database. Numéros
d'identification: AEK69351 (Platypodium elegans lectin), CAD19804 (Pterocarpus angolensis lectin), 2PEL_A
(Arachis hypogaea lectin), CAA25787 (Canavalia ensiformes lectin), BAA36415 (Robinia pseudocacia lectin) et
CAA36986 (Erythrina collarodendrom lectin). Symboles: hélice o (a), hélice 31y (), brin-f (), coude-a (TTT),
coude-f (TT), acides aminés du site de reconnaissance du monosaccharide (carré vert), acides aminés de liaison
des métaux (carré bleu).
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Figure 6. SDS-PAGE 12%: renaturation et purification de PELa. 1, 8. Marqueurs moléculaires (kDa). 2. Extrait
cellulaire avant induction par I'IPTG. 3. Extrait cellulaire apres 4 heures d'induction par I'IPTG. 4. Fraction soluble
apres la lyse. 5, 6. Lavage des corps d'inclusion dans 4 M I'urée. 7, 9. Fraction insoluble (corps d'inclusion)
solubilisée dans 8 M d'urée. 10. Apres renaturation. 11. Fraction non retenue sur la colonne de Mannose-agarose. 12,
13. Fractions retenues et éluées par 200 mM de mannose. 14. PELa purifiée et concentrée a 3mg/mL.

1 UH/mL

5 0,023 mg/mL

Figure 7. Hémagglutination des érythrocytes de lapin par la lectine PELa. (-) contrdle sans lectine.

2.2. Etude de la spécificité de PELa par Glycan Array

Les méthodes d'analyse de spécificité disponibles aupres du Consortium for Functional
Genomics permettent de tester un tres grand nombre d'oligosaccharides. La lectine PELa a été
marquée avec le fluorochrome Alexa Fluor 488 et envoyée pour I’analyse. Plus de 450
oligosaccharides naturels ont été testés sur les puces a sucres (version 4.1). Trois concentrations
différentes de lectine ont été testées : 50, 10 et 1 pg/mL Les résultats obtenus pour la protéine

PELa sont de tres bonne qualité a une faible concentration (10 pg/mL). La comparaison entre les
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résultats obtenus a trois concentrations différentes permet une analyse semi-quantitative pour les

oligosaccharides les plus intéressants (Figure 8).
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Figure 8. Glycan Array. Haut: liaison de PELa marquée (10 ug/ml) a tous les glucides disponibles de glycan array
(version 4.1). Bas: Comparaison de la liaison des 14 principaux glucides (A-N) a trois concentrations de lectine (vert
50 pg/mL, orange 10 ug/mL, violet 1 pg/mL). RFU: relative fluorescence unit.
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A partir des données obtenues par Glycan Array, la lectine PELa a montré une spécificité
remarquable pour les glycannes biantennés, correspondant a la grande majorité des 14 principaux
glucides (A-N) mis en évidence dans la figure 8. Les glycannes de types oligomannose
(composés A a D) et les glycannes complexes biantennés et symétriques (composés G a L) sont
tres reconnus, mais une préférence nette apparait pour des glycannes dissymétriques présentant
une branche 1-6 courte ne comportant que le premier mannose et une branche 1-3 longue avec au
moins un mannose et un GIcNAc (composés E et F). La préférence pour les glycannes
dissymétriques est conservée pour les trois concentrations testées de la lectine (50, 10 a 1 pg.ml
Y. L'influence de l'acide sialique terminal sur la branche 1-6 semble étre modérée puisque les
oligosaccharides E et F ont des réponses équivalentes a des concentrations faibles de protéines.
La comparaison de la fluorescence obtenue pour les oligosaccharides E et M, et aussi F et N,
démontre clairement que 1'ajout dun GIcNAc sur la branche 1-6 diminue significativement
l'affinité pour la lectine.

D’autres lectines de 1égumineuses ont été analysées par glycan array par différents groupes
et les résultats sont disponibles sur le site du Consortium for Functional Glycomics
(http://www .functionalglycomics.org/). On peut ainsi voir que ConA, PSA, DGL et LCA, toutes
spécifiques pour Glc/Man, ont une préférence plus marquée pour les N-glycannes de type
oligomannose, suivie par une spécificité moindre pour les glycannes complexes biantennés, puis
plus faible pour les glycannes dissymétriques.

Ces données ont permis de décrire PELa comme une lectine présentant une spécificité rare
pour des glycannes dissymétriques, et clairement différente des lectines de légumineuses

Glc/Man spécifique de la famille de la ConA.

2.3. Etude de I’affinité de PELa pour les oligosaccharides complexes

L’affinité de PELa pour les oligosaccharides a été étudiée par microcalorimetrie isotherme de
titration (ITC). L’ITC a été utilisé afin de mieux caractériser les interactions de PELa avec deux
oligosaccharides biantennés liés a un résidu asparagine. Deux heptasaccharides-Asn ont été

préparés par notre collaborateur Carlo Unverzagt (Univ. Bayruth, Allemagne), un symétrique
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présentant deux branches se terminant par un GIcNAc, et un dissymétrique présentant un
mannose isolé sur la branche 1-6 et un trisaccharide BGall-4BGlcNAc1-2aMan sur la branche 1-
3 (Figure 9). La partie oligosaccharide de ces composés correspond aux oligosaccharides H et E

de la figure 8.

Figure 9. Oligosaccharides H a gauche (heptasaccharide symétrique) et E a droite (heptasaccharide dissymétrique)
sous leur forme liée a I'Asn.

En utilisant un modele simple d’un oligosaccharide par monomere, les deux oligosaccharides
se lient a PELa avec des affinités similaires. Une constante de dissociation, Ky, proche de 5 uM
est mesurée, ce qui correspond a une affinité forte pour une interaction protéine-sucre. Pour le
composé H, un meilleur fit est obtenu en utilisant un modele a deux sites ce qui indique que
chacune des branches de 1’heptasaccharide symétrique peut se lier a la lectine, mais avec des
affinités différentes.(Figure 10). Il n’est cependant pas possible de déterminer de maniere

quantitative les affinités des deux sites.
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Figure 10. Courbe de microcalorimétrie obtenue pour PELa (0,06 mM) avec I’heptasaccharide symétrique H (0,775
mM). Thermogramme a gauche et intégration et ajustement au modele théorique a deux sites a droite.

L’étude cristallographique de I'interaction entre PELa et 1’hepatasaccharide symmétrique, ci-
dessous, montre que chacun des mannoses (position 3 ou 6) peut venir se placer dans le site
principal, ce qui peut expliquer le modele a deux sites.

Les courbes de titration ont été obtenues pour I’interaction de PELa et les oligosaccharides E
et H (figure 11) et les données thermodynamiques pour chaque interaction sont rassemblées dans

le tableau 7 en utilisant un modele a un site.

Tableau 7. Données thermodynamiques obtenues par ITC a 25°C pour la titration de la lectine PELa par les
oligosaccharides H et E. Les déviations standards ont été calculées a partir de deux expériences indépendantes.

Ligand |K, 10°M™") | K, (uM) n AG (kJ/mol) [-AH (kJ/mol)| -TAS (kJ/mol)
1,06
H 0,22 4,4 (0,3) -30,6 23,0 (0,3) -7,6 (0,4)
(0,6)
E 0,16 6,0 (0,2) 1 -29,8 59,3 (1,8) 29,4 (1,8)

L'affinité pour les deux oligosaccharides testés (Ka) est de I’ordre du micromolaire

(uM), et représente une affinité tres forte par rapport aux autres lectines de 1égumineuses. Les

seules activités lectiniques d’affinité comparable ont été obtenues avec des oligosaccharides. Les

lectines PAL et ConA (GARCIA-PINO et al 2007;. MANDAL et al., 1994, BUTS et al., 2006),

ont montré des affinité de 1I’ordre du micromolaire pour les oligosaccharides (ConA-trimanose :
Kyq= 30 uM; PAL-trimanose : K4 =16 uM ; PAL-biantenne : K4 = 16 uM).
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L'affinité entre 1’oligosaccharide H et la lectine est encore 1,36 x supérieure a l'affinité

montrée par 1’oligosaccharide E.
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Figure 11. Courbes de microcalorimétrie obtenues pour PELa (0,6 mM) et les oligosaccharides H (0,775 mM) a
gauche, et E (0,45 mM) a droite, dans un tampon Tris (pH 7,6) a 25 ° C. Haut, thermogrammes obtenus pour 30
injections automatiques de 10 ul de chaque sucre dans la cellule de mesure contenant la protéine. Bas, intégration de
la chaleur totale libérée en fonction de la titration de ligand. La ligne continue représente le meilleur ajustement aux
données obtenues par une courbe théorique a un site.

L’affinité de PELa pour les deux oligosaccharides est proche, et donc la variation d'énergie
libre (AG) également. Cependant I’analyse des contributions thermodynamiques indique que les
modes d’interactions sont différents. L’interaction de PELa avec 1’oligosaccharide H est dictée
par une contribution enthalpique forte (AH = -23 kJ/mol), avec une faible contribution
entropique favorable (-TAS = -7,6 kJ/mol), environ 20% de I'énergie de liaison, peu habituelle
pour les interactions impliquant les oligosaccharides. L’interaction de PELa avec
I’oligosaccharide E a une tres forte contribution enthalpique ((AH = -59,3 kJ/mol), compensée
par une contribution entropique tres défavorable (-TAS = 29,4 kJ/mol). Généralement, les
associations protéine/sucre sont caractérisées par un terme enthalpique favorable du au nombre
élevé de liaisons hydrogene et contacts van der Waals entre les faces hydrophobes du sucre et

des acides aminés aromatiques. La contribution entropique est généralement défavorable, ce qui

39



a été attribué a la fois au réarrangement des molécules de solvant et a la perte de flexibilité

conformationnelle/mobilité du ligand (DAM et BREWER, 2002).

3. Etude structurale de la lectine PELa en complexe avec différents oligosaccharides.

Les structures cristallines de la lectine PELa en complexe avec les oligosaccharides A

(trimannose) et H (heptasaccharide symétrique), (figure 12) ont été obtenues.

Oligesaccharide A Oligesaccharide H

Asn

Figure 12. Représentation des oligosaccharides A (trimannose) et H (heptasaccharide symétrique), utilisés dans des
expériences de cristallographie.

Le premier jeu de données (PELa_tri) a été collecté a une résolution de 2,1 A et le
deuxieme (PELa_hept) a 1,6 A 1la premiere structure résolue est celle du complexe

PELa/trimannose et elle est utilisée ci-dessous pour 1'analyse structurale de la lectine.

3.1. Structure cristallographiques de PELa en complexe avec le trimanose

A partir d’une solution de protéine a environ 10 mg/ml et de trimannoside a ImM, les
cristaux ont été obtenus avec une solution contenant 12 % glycérol, 1,5 M (NH,4),SO4 et 100 mM
Tris-HCI pH 8,5 (Hampton screen 2 solution 42). Des données ont été collectées a ’ESRF sur la
ligne de lumiere ID14-1 a une résolution de 2,1 A dans le groupe d’espace P2,2,2; (a= 42,62, b=
80,68 et c= 148,76 A; 0=B=y=90,0°) aprds trempage des cristaux dans une solution ol la
concentration en glycérol a été augmentée a 25 % afin de les congeler dans 1’azote liquide.

La structure a été résolue par remplacement moléculaire en utilisant les coordonnées de la

lectine de Pterocarpus angolensis (PDB : 1N30) comme modele pour le programme PHASER.
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Les données statistiques détaillées de la collecte, du traitement des données, du remplacement
moléculaire et de I’affinement sont présentées dans le tableau 8.

Deux molécules de protéine et une molécule de trimannose sont observées dans 1’unité
asymétrique. Chaque monomere de PELa présente le repliement classique des lectines de
légumineuses et inclut un ion calcium et un ion manganese proche du site de fixation du sucre
(Figure 13). Les deux monomeres dans 1'unité asymétrique sont associés par un arrangement
parallele d’un des feuillets-f3, formant ainsi le «dimere canonique des lectine de légumineuses "
qui est classiquement observé dans les arrangements dimériques et tétramériques de ces protéines
(MANOJ & SUGUNA, 2001; SRINIVAS et al., 2001). Les deux sites potentiels de
glycosylation (Asn7 et Asnl27) sont situés respectivement dans la région N-terminale
désordonnée sur la petite hélice-a a la surface de la protéine, et sont donc susceptibles d'étre

glycosylés dans les plantes.

Figure 13. Présentation de la structure dimérique de PELa en complexe avec le trimannose formé par le monomere
A en rouge et le monomere B en bleu. On note la présence des métaux Ca®* et Mn*" (spheres vertes et violettes,
respectivement), du ligand (aManl-3(aManl-6)Man (en noir), de deux molécules de glycérol (en jaune) et de deux
ions sulfates (en vert).
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Tableau 8. Données statistiques de la collecte et de I’affinement des structures cristallines de PELa en complexe

avec le trimannose et I’heptasaccharide.

Trimanose

Ligne de lumiere (ESRF)
(Longueur d’onde, 10\)

Id14EH1 (0,933)

Groupe d’espace

P2,2,2;

Maille a,b,c (A) 42,62 80,68 148,76
a, B, v (deg,) 90,0 90,0 90,0
Reflections mesurées/unique 99535/28894

Résolution (outer shell)*, A

42,6 - 2,10 (2,21-2,10)

Multiplicité moyenne 3,424
Rinerge 0,082 (0,330)
Completude (%) 93,7 (70,1)
Moyenne /ol 9,3(2,0)
Facteur B de Wilson 247

Rerys/ Riree 19,5/25,2
Rynsa bonds, A 0,015

Rnsq angles,® 1,54
Rmsd chiral, A’ 0,106
Nombre d’atomes: Protéine (A/B) 1935/1926
Bfac A 23,5/23,7
Nombre d’atomes: Solvent (A/B) 177/149
Bfac, A® 29,0/28,3
Nombre d’atomes: Ligand (A/B) 34

Bfac, A® 22,6
Nombre d’atomes: Hetero (A/B) 18/8

Bfac, A® 32,4/33,5
Code PDB deposition 3ZVX

* Les nombres entre parentheses font référence a la zone de plus haute résolution.
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L’examen de la premiere carte de densité électronique a révélé sans ambiguité la position
du trisaccharide qui établit un pont entre les dimeres dans le cristal (Figure 14). De par la
position du trimannose, le site de liaison de chaque monomere partage des portions du méme
ligand. La figure 15 donne une liste des distances des liaisons hydrogene présentes dans le site de
liaison des monomeres A et B de la lectine. Les monomeres A et B fixent respectivement les
oMan liés en 1-3 et en 1-6 sur le mannose central. Dans chacun des sites, les acides aminés
impliqués sont ceux qu’on retrouve habituellement dans les interactions entre lectine de
légumineuse et mannose (Asp95, Alall3, Glyl15, Asnl45, Ser146, Asnl47, GIn231). Des
contacts protéine-protéine sont créés par le pontage du trimannose avec la participation de
liaisons hygrogene entre la chaine latérale de Argl23B et les chaines principales de Thr148A et

Aspl150A.

Figure 14. Structure cristalline de PELa en complexe avec trimannose. A. Le pont entre les dimeres liés par une
molécule de trimannose. B. Densité électronique expérimentale du ligand trimannose entre les monomeres A et B de
dimeres différents.

Les deux atomes calcium et manganese sont liés de facon réversible a la protéine dans
une poche proche du site de réconnaissance. Ces métaux sont situés a une distance de 4,2 A de

l'autre et sont coordonnés par les chaines latérales de six résidus (Glul37, Asp139, Phel4l,
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Asnl147, Asp150, His155) et par quatre molécules d'eau. Le calcium maintient la conformation
cis de I’Asp95 du site de liaison du sucre qui est conservée dans toutes les lectines de
légumineuses.

Le site de liaison de glucides dans toutes les lectines de Iégumineuses partage des résidus
qui composent jusqu'a cinq boucles, A a E (SHARMA & SUROLIA, 1997). La taille et la
séquence de ces boucles varient a des degrés divers entre les lectines ayant des spécificités
différentes. La figure 16 donne une représentation des boucles de PELa et leurs implications

dans le complexe avec le trimannose.
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Figure 15. Représentation schématique bidimensionnelle (Ligplot) du réseau de liaisons hydrogene entre les résidus
clés impliqués dans I'interaction entre PelA et le trimannose, partagé entre les monomeres A (résidus en rouge) et B
(résidus en bleu) de dimeres différents. Longueur des liaisons en A.

Les boucles A et B de PELa contiennent respectivement les résidus Asp95 et Glyl15 qui

sont impliqués dans la reconnaissance du mannose. La boucle C est appelée boucle de liaison
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aux métaux . Dans PELa, cette boucle a une longueur de 16 résidus et une conformation
semblable a celle de PAL et des lectines de Maackia amurensis et Ulex europaeus spécifiques
pour le sialylactose et le chitobiose, respectivement (LORIS et al, 2004, IMBERTY et al 2000;
LORIS et al, 2000). Les autres lectines spécifiques pour Glc/Man ont une boucle C avec 14
(ConA) ou 15 résidus (LOL) (LORIS et al., 2004). Concernant la boucle D, elle est similaire a
celles présentes dans les structures de lectines spécifiques pour Glc/Man (LORIS et al 2004;
HAMELRYCK et al, 2000, SANZ-APARICIO et al 1997; WAH et al . 2001; DEREWENDA et
al, 1989, BOURNE et al 1990; RINI et al, 1993). La boucle E n'est pas impliquée dans la liaison
de PELa au trimannose. Cette boucle peut intervenir dans I’interaction de certaines lectines avec
des oligosaccharides telles que la leukoagglutinine (MAL) en complexe avec le sialylactose
(LORIS et al., 2000), la lectine IV de Griffonia simplicifolia (GS-IV) en complexe avec un
tetrasaccharide (DELBAERE et al., 1993) et ConA et PAL en complexe avec le Man(al-2)Man
(MOOTHOOQO et al., 1999, LORIS et al., 2004).

Monomere A Monomere B

ok

Figure 16. Représentation de 1’architecture du site de liaison de PELa (monomeres A et B) en complexe avec le
trimannose, montrant les cing boucles (A-E) typiques des lectines de 1égumineuses. Dans cette interaction, les
résidus appartenant aux boucles A, B, C et D participent de I’interaction lectine-sucre.
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En raison de son interaction avec les deux monomeres, la forme du trimannoside est tres
étendue et différente de ce qui a été observé pour le méme ligand dans d'autres structures de
lectines de 1égumineuses telles que PAL (Loris, 2004), ConA (Loris, 1996) et DGL (Rozwarski,
1998). La comparaison entre PELa et PAL confirme la similarité des sites de liaison avec des
conformations identiques pour les cinq boucles nommées de A a E (figure 17). PAL lie le
trimannoside avec le bras manl-6 dans le site de liaison principal, comme le monomere B de
PELa. Néanmoins, la conformation de I’oligosaccharide observée dans PAL est tres différente
puisque le trimannoside est recourbé autour du résidu phényl du site de liaison et le 3-mannose

établit une liaison hydrogeéne avec un résidu asparagine dans la boucle A.

Figure 17. Comparaison de la reconnaissance du trisaccharide pour PELa et autres lectines de légumineuse. A. Les
sites de liaison superposés des monomeres A (bleu) et B (cyan) du complexe PELa:trimanose avec le complexe
PAL:trimanose (magenta, code PDB : 1QVS). B. Vue des monomeres A et B de PELa avec les lectines ConA (vert
foncé, code PDB :10NA) et DGL (vert clair, code PDB : 1DGL). Les boucles des sites de liaison sont montrées.

Une comparaison avec les lectines de la tribu Dioclae est encore affichée dans la figure
17. Les boucles des sites de liaison sont bien conservées entre Dioclae (ConA et DGL) et
Dalbergiae (PAL et PELa), a I'exception de la boucle C qui est plus courte dans ConA / DGL que
dans PAL / PELa (14 acides aminés au lieu de 16) résultant en un site de liaison plus ouvert tel
que décrit précédemment (LORIS et al., 2004). En conséquence, la conformation du trimannose

est encore différente dans ConA et DGL.: il est replié sur la surface de la protéine et le mannose
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1-3 est en contact avec des acides aminés supplémentaires de la boucle C. La conformation
observée dans ConA ne peut pas €tre possible dans PELa en raison de la conformation différente
de la boucle C qui entrainerait un conflit stérique.

Méme si le trimannose a été observé dans les structures cristallines de plusieurs lectines,
cette étude rapporte le premier cas de chaine infinie par liaison au trimannose observé en

cristallographie pour des lectines de 1égumineuses.

3.2. Structure cristallographique de PELa en complexe avec I’heptasaccharide

symétrique

Pour le complexe de PELa avec I’heptasaccharide symétrique GIcNAcB1-2Manal-
3(GlcNAcB1-2Manal-6)Manf1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB-Asn, des cristaux ont été obtenus avec
une solution contenant 10 % PEG 20K, 2 % dioxane et 100 mM bicine pH 9 (Hampton screen 2
solution 48). Des données a 1,6 A ont été collectées sur BM30A 2 I’'ESRF avec 30 % glycérol
comme cryoprotectant. Les cristaux appartiennent au groupe d’espace P2,2,2; (a= 51,40, b=
76,98 et c=125,59 A, a=P=y= 90.0°). La structure a été résolue par remplacement moléculaire en
utilisant les coordonnées de la structure de PELa en complexe avec le trimannoside comme
modele. Les données statistiques détaillées de la collecte, du traitement des données, du
remplacement moléculaire et du raffinement sont présentées dans le tableau 9.

L'analyse de la carte de densité électronique a clairement révélé la position de
I’heptasaccharide présent dans le site de liaison de chaque monomere. La figure 18 montre la
densité électronique expérimentale sur 1’heptasaccharide dans le site de liaison de PELa, proche
des ions Ca** et Mn”*. Les contacts de l'oligosaccharide avec la surface protéique sont beaucoup
plus étendus que dans le complexe avec le trimannose. La plupart des interactions se font sur le
core trimannose et la branche 1-3 (GlcNAcB1-4Manal-3)Man, confirmant ainsi les préférences

observées sur le glycan array.
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Tableau 9. Données statistiques de la collecte et de I’affinement des structures cristallines de PELa en complexe

avec le trimannose et I’heptasaccharide.

Heptasaccharide
Ligne de lumiere (ESRF)
o BM30A (0,9797)
(Longueur d’onde, A)
Groupe d’espace P2:2124

Maille a,b,c (A) 51,40 76,98 125,59
a, B, v (deg,) 90,0 90,0 90,0
Reflections mesurées/unique 186416/55022

Résolution (outer shell)*, A

47,57 - 1,65 (1,74-1,65)

Multiplicité moyenne 3,4 (2,6)
Rinerge 0,054 (0,250)
Completude (%) 91,4 (65,8)
Moyenne /ol 13,6 (3,9)
Facteur B de Wilson 14,00
Reryst/ Riee 15,5/18,8
Rynsa bonds, A 0,015

Rnsq angles,® 1,59
Rmsd chiral, A’ 0,098
Nombre d’atomes: Protéine (A/B) | 2004/1986
Bfac A 12,4/14,0
Nombre d’atomes: Solvent (A/B) 295/223
Bfac, A® 25,7/26,6
Nombre d’atomes: Ligand (A/B) 89/92
Bfac, A® 14,2/16,6
Nombre d’atomes: Hetero (A/B) 30/12
Bfac, A® 24,7/25,7
Code PDB deposition 3ZYR

* Les nombres entre parentheses font référence a la zone de plus haute résolution.
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Le site de liaison de PELa en complexe avec I’heptasaccharide implique principalement

13 résidus d'acides aminés qui interagissent avec la partie biantennée du ligand, en particulier le

Figure 18. Représentation de la surface du site de liaison de PELa en complexe avec 1’heptasaccharide. Densité
électronique expérimentale du ligand sur la surface du site de liaison de PELa.

core mannose et la branche 1-3. La figure 19 décrit les liaisons hydrogene présentes dans le site
de liaison de la lectine PELa avec 1’heptasaccharide.

Parmi les résidus d'acides aminés impliqués dans le site, huit résidus correspondent a
ceux déja décrits dans le site de reconnaissance du trimannose (Asp95, Alall3, Glyl15, Asnl45,
Serl46, Asnl47, Glu230, GIn231). Les cinq autres résidus (Ser54, Ser91, Asn92, Glylll,
Gly229) établissent des contacts supplémentaires. De plus, cinq molécules d'eau sont
représentées dans l'interaction.

Le nombre de liaisons hydrogene impliquant le bras 1-3 est plus élevé que celles
impliquant le bras 1-6. Plus de 15 liaisons hydrogene directes et 6 liaisons médiées par des
molécules d’eau sont observées, rationalisant ainsi la grande affinité mesurée par

microcalorimétrie de titration.
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Figure 19. Représentation schématique bidimensionnelle (Ligplot) du réseau de liaisons hydrogene entre les résidus
clés impliqués dans l'interaction du site de liaison de PELa en complexe avec le ligand heptasaccharide. Longueur
des liaisons en A.

L’analyse de la participation des cinq boucles (A-E) de I'architecture des sites de liaison
des lectines de légumineuses (SHARMA et SUROLIA, 1997) présente des différences par
rapport a l'interaction avec le trimannose. La figure 20 donne une représentation des boucles de
PELa et de leur implication dans le complexe avec 1’heptasaccharide. La participation du résidu
Ser54 dans cette interaction implique la participation de la boucle E, qui n’était pas présente
dans I’interaction avec le trimannose.

La boucle E interagit avec les glucides dans de rares cas, en général en agissant comme
un sous-site. Parmi les lectines de 1égumineuses a Glc/Man, la boucle E joue un role dans les
sites de liaison de ConA et PAL avec Man (a1-2) Man (MOOTHOQO ef al., 1999, LORIS et al.,
2004). Dans PELa, Ser54 stabilise I’extrémité du bras 1-3, ce qui peut expliquer une partie de la

faible entropie observée dans l'interaction de la lectine avec ce sucre.
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Figure 20. Représentation de I’architecture du site de liaison de glucides de PELa en complexe avec
I’heptasaccharide, montrant les cinq boucles (A-E) typiques des lectines de 1égumineuses. Dans cette interaction, des
résidus appartenant aux cinq boucles A, B, C, D et E son impliqués dans la liaison aux glucides.

Enfin une comparaison a été faite avec les structures des complexes avec le trimannose et
I’heptasaccharide, en superposant les deux structures (PDB: 3ZVX et 3ZYR, respectivement)
(figure 21). Dans cette comparaison, il apparait que le mannose du bras 1-6 de 1’heptasaccharide
occupe le site de liaison primaire de sucres de PELa dans une maniere similaire a celle observée
pour les trimannosides. La position du second mannose (core mannose des N-glycannes) est
assez similaire dans les trois complexes. La différence principale provient de I’orienation du
deuxieme bras qui pointe vers 1’extérieur (vers 1’autre monomere) pour les trisaccharides et qui
se recourbe vers la surface de la protéine pour I’heptasaccharide en établissant de nouveaux

contacts pour le fragment aGIcNAc1-2Man.
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ASN-145

Figure 21. Comparaison de la reconnaissance des ligands trimannose et heptasaccharide par la lectine PELa.
Comparaison entre les trois modes de liaison étudiés: Trimannose lié par les résidus aManl-3 (cyan) et par le
aMan1-6 (vert), et I’heptasaccharide (jaune).
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IV. Conclusion et Perspectives

La conception et 'exécution de ce travail de thése a permis le clonage du géne d’une lectine
(dénommée PELa) des graines de la légumineuse Platypodium elegans, et la production en
systeme hétérologue de la protéine. L'analyse de la spécificité de cette lectine recombinante a pu
étre effectuée, ainsi que la caractérisation des aspects structuraux et thermodynamiques de
I’interaction avec plusieurs oligosaccharides .Ce travail contribue a la compréhension de la fagon
dont la reconnaissance des glucides est impliquée dans différents processus biologiques par les
lectines.

La lectine recombinante A de P. elegans (PELa) spécificique pour Glc/Man, a montré une
spécificité inhabituelle pour les oligosaccharides du type complexe biantenné, avec une
préférence particuliere pour les formes assymétriques, avec un bras 1-3 court. La protéine a
montré une affinité considérable pour ce ligand, par rapport a d’autres lectines de la méme
famille, ce qui permet de faire un point sur la relation possible entre cette classe
d'oligosaccharides et le ligand naturel de la lectine.

L'étude de la lectine des graines de P. elegans et sa caractérisation biochimique ont donc
fourni des informations structurales importantes au sujet des interactions protéines-sucres
nécessaires a la compréhension des mécanismes d'action, de la reconnaissance, de la spécificité
et de I'affinité aux oligosaccharides complexes au niveau moléculaire. Une fois en possession de
ces informations, 1’analyse de la capacité de la lectine a reconnaitre les glycannes impliqués
dans des événements biologiques intéressants, ou la recherche de sa fonction dans l'organisme
d'origine, pourront étre entreprises.

Le plus grand défi maintenant sera de tenter de répondre a la question sur l'importance
biologique de cette interaction pour la plante d'origine: quels sont les événements liés, quelles
sont les étapes de la vie de 1’organisme impliquées et comment ces processus peuvent-ils étre
explorés. La connaissance du gene et de la forme recombinante de la lectine, combinée avec la
connaissance de son interaction avec des oligosaccharides complexes, sont des outils importants

de départ pour cette approche.
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V. Résume sur les autres travaux

réalisés au cours de la these.

Les travaux impliquant l'analyse structurale, la spécificité et 1'affinité de PELa sous sa

forme recombinante ont été utilis€s pour la rédaction de cette theése, car ils rassemblent une

grande quantité de résultats obtenus par la collaboration des équipes frangaises et brésiliennes.

Deux autres projets ont été débutés dans le cadre de cette collaboration mais les difficultés

techniques rencontrées dans la purification des protéines et/ou d’obtention du matériel génétique

a partir des échantillons biologiques n’ont pas permis d’aller aussi loin que pour PELa.

Protéine Justification Objectif Situation/problemes
Tres peu de lectines ont pu Apres plusieurs tentatives,
étre isolées et caractérisées a Clonace ef expression | NOUS avons préparé 1’ADN
partir d’algues. hétérolo %e p génomique de l’algue. Les
Lectine de 1’algue Codium | Le laboratoire brésilien a pu Cfistallisation en tentatives pour identifier le

isthmocladum

mettre en évidence une
activité lectine dans les
extraits de 1’algue verte C.
isthmocladum.

complexe avec les métaux
lourds

gene de la lectine a partir
d’amorces correspondant a
la séquence N-terminale se
sont révélées infructueuses.

Lectine de graine de la
mimosaidé Albizia lebbeck

Les mimosaidés contiennent
des lectines de la famille de
la Jacaline. Les études
préliminaires menées au
Brésil ont montré que les
extraits de graine d’A.
lebbeck (ALL) ont une
activité lectine spécifique du
galactose.

- Etude de la specificité
- Clonage et expression
hétérologue

La lectine a été envoyée
au CFC pour étre testée sur
les puces a sucre apres
marquage. Aucune
interaction significative n’a
été observée, probablement
du a une détérioration de la
lectine au  cours du

marquage ou du transport.

Le clonage a été tenté a
partir des ARNs de graines.
Cependant il n’a pas été
possible d’identifier le gene
de la lectine a partir des
amorces préparées avec
plusieurs stratégies.
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Pendant la période du doctorat, d'autres projets ont été réalisés dans chacune des deux
universités.

Des projets concernant des lectines végétales ont été exécutés a I'Université Fédérale de
Cear4, résultant en sept publications comme co-auteur. Les travaux ont porté sur 1’étude de la
spécificité et des effets biologiques de la lectine de Canavalia brasiliensis (ConBr), des lectines
spécifiques pour le manose et le lactose de Cymboseman roseum (CRLI e CRLII), de la lectine
de Dioclea rostrata (DrosL) et de la lectine de Dioclea wilsonii (Dwiill). Ces études ont été
publiées dans les revues suivantes (plus six travaux qui ont été publiés pendant les stages de

license et master).

1. PIRES, A. F., ASSREUY A. M., LOPES, E. A., CELEDONIO, N. R., SOARES, C. E., RODRIGUES, N. V.,
SOUSA, P. L., BENEVIDES, R. G., NAGANO, C. S., CAVADA, B. S., LEAL-CARDOSO, J. H., COELHO-DE-
SOUZA, A. N., SANTOS, C. F. Opioid-like antinociceptive effects of oral administration of a lectin purified from
the seeds of Canavalia brasiliensis. Fundam. Clin. Pharmacol. (Print), 2011

2. BEZERRA, E. H. SA., ROCHA, B. A. M., NAGANO, C. S., BEZERRA, G. A.,, MOURA, T. R., BEZERRA, M.
J. B., BENEVIDES, R. G., SAMPAIO, A. H., DELATORRE, P., CAVADA, B. S. Structural analysis of ConBr
reveals molecular correlation between the carbohydrate recognition domain and nitric oxide release from endothelial
cells. Biochemical and Biophysical Research Communications, 408 (4): 566 - 570, 2011.

3. DAM, T. K., CAVADA, B. S., NAGANQO, C. S., ROCHA, B. A., BENEVIDES, R. G., NASCIMENTO, K. S.,
DE SOUSA, L. A., OSCARSON, S., BREWER, C. F. Fine specificities of two lectins from Cymbosema roseum
seeds: a lectin specific for high-mannose oligosaccharides and a lectin specific for blood group H type II
trisaccharide. Glycobiology. 2011 Jul;21(7):925-33.

4. ROCHA, B. A. M., DELATORRE, P., OLIVEIRA, T. M., BENEVIDES, R. G., PIRES, A. F., SOUSA, A. A.
S., SOUZA, L. A. G., ASSREUY, A. M. S., DEBRAY, H., AZEVEDO, W. F., SAMPAIO, A. H.,, CAVADA, B. S.
Structural basis for both pro- and anti-inflammatory response induced by mannose-specific legume lectin from
Cymbosema roseum. Biochimie (Paris), 93: 806 - 816, 2011.

5. FIGUEIREDO, JOZI G., B., FLAVIO S., MOTA, M. R. L., SILVESTRE, P. P., AGUIAR, C. N., BENEVIDES,
R. G., NASCIMENTO, K. S., MOURA, T. R., DAL-SECCO, D., ASSREUY, A. M. S., CAVADA, B. S.
Pharmacological analysis of the neutrophil migration induced by D. rostrata lectin: Involvement of cytokines and
nitric oxide. Toxicon (Oxford), 54: 736 - 744, 2009.

6. ROCHA, B. A. M., MORENQO, F. B. M. B., DELATORRE, P., SOUZA, E. P., MARINHO, E. S., BENEVIDES,
R. G., RUSTIGUEL, J. K. R., SOUZA, L. A. G.,, NAGANO, C. S., DEBRAY, H., SAMPAIO, A. H., AZEVEDO,
W. F., CAVADA, B. S. Purification, Characterization, and Preliminary X-Ray Diffraction Analysis of a Lactose-
Specific Lectin from Cymbosema roseum Seeds. Applied Biochemistry and Biotechnology , 152: 383 - 393, 2009.

7. OLIVEIRA, T. M., DELATORRE, P., ROCHA, B. A. M., SOUZA, E. P. , NASCIMENTO, K. S., BEZERRA,
G. A., MOURA, T. R., BENEVIDES, R. G., BEZERRA, E. H. S., MORENO, F. B., CAVADA, B. S. Crystal
structure of Dioclea rostrata lectin: Insights into understanding the pH-dependent dimer-tetramer equilibrium and
the structural basis for carbohydrate recognition in Diocleinae lectins. Journal of Structural Biology , 164: 177 -
182, 2008.

8. BEZERRA, G. A., OLIVEIRA, T. M., MORENO, F. B. M. B., SOUZA, E. P., ROCHA, B. A. M,,
BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., AZEVEDO, W. F., CAVADA, B. S. Structural analysis of Canavalia
maritima and Canavalia gladiata lectins complexed with different dimannosides: new insights into the understanding
of the structure-biological activity relationship in legume lectins.. Journal of Structural Biology. , 160: 168 - 176,
2007.
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9. ALENCAR, N. M., ASSREUY, A. M., HAVT, A., BENEVIDES, R. G., MOURA, T. R., SOUSA, R. B,,
RIBEIRO, R. A., CUNHA, F. Q., CAVADA, B. S. Vatairea macrocarpa (Leguminosae) lectin activates cultured
macrophages to release chemotactic mediators. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology. , 374: 275 -
282, 2007.

10. DELATORRE, P., NASCIMENTO, K. S., MELO, L. M., SOUZA, E. P.,, ROCHA, B. A. M., BENEVIDES, R.
G., OLIVEIRA, T. M., BEZERRA, G. A., BEZERRA, M. J. B.,, CUNHA, R. M. S., CUNHA, F. A. B, FREIRE, V.
N., CAVADA, B. S. Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of the lectin from Dioclea rostrata
Benth seeds. Acta Crystallographica. Series F. , 62: 166/62 - 168, 2006.

11. MOTA, M. R,, CRIDDLE, D. N., ALENCAR, N. M., GOMES, R. C., MEIRELES, A. V., SANTI-GADELHA,
T., GADELHA, C. A., OLIVEIRA, C. C., BENEVIDES, R. G., CAVADA, B. S., ASSREUY, A. M. Modulation
of acute inflammation by a chitin-binding lectin from Araucaria angustifolia seeds via mast cells. Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology , 374: 1 - 10, 2006.

12. MORENO, F. B. M. B., BEZERRA, G. A., OLIVEIRA, T. M., SOUZA, E. P.,, ROCHA, B. A. M,,
BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., CAVADA, B. S., AZEVEDO, W. F. New crystal forms of Diocleinae
lectins in the presence of different dimannosides. Acta Crystallographica. Series F, 62: 1100 - 1103, 2006.

13. CAVADA, B. S., MARINHO, E. S., SOUZA, E. P., BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., SOUZA, L. A.
G., NASCIMENTO, K. S., SAMPAIO, A. H., MORENO, F. B. M. B., RUSTIGUEL, J. K. R., CANDURI, F.,,
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Au cours du stage en co-tutelle a 1'étranger, un autre projet majeur a également été
entrepris au CERMAV, portant sur I’étude structurale et 1’analyse de la spécificité de la lectine B
de Burkolderia cenocepacia (BclB), impliquant la production et I’analyse des deux domaines de
cette lectine. B. cepacia est un ensemble de bactéries a gram négatif qui comprend plusieurs
especes tres similaires sur le plan phénotypique, et qui sont responsables d’épidémies, en
particulier chez les patients atteints de la mucoviscidose. Les glycoconjugués ont un role
important dans les phénomenes de reconnaissance moléculaire hote-pathogene. L'arsenal que les
organismes pathogenes utilisent pour reconnaitre, adhérer et infecter leur hote comprend divers
types de protéines, dont un certain nombre de lectines et adhésines. Certaines bactéries du
complexe BCC possedent dans leur génome quatre séquences homologues au gene lecA codant
pour la lectine PA-IIL chez Pseudomonas aeruginosa. 1’analyse de la séquence protéique
traduite du génome de B. cenocepacia J2314 montre que la protéine BclB de 243 résidus (25,4
kDa) est composée de deux domaines : un domaine N-terminal de 128 acides aminés et de
fonction inconnue et un domaine lectine C-terminal similaire a la lectine PA-IIL. Un travail de
these effectué avant cette date (Emilie Lameignere), décrit le clonage du domaine C-terminal et
décrit sa spécificité pour le fucose pour les oligosaccharides fucosyés Lewis a, Lewis X, et H
type. Dans ce contexte, le domaine BclB C-terminal a été cristallis€é en présence des ligands
Lewis a, H type 1 et 2. Les données de diffraction des rayons X ont été mesurées pour les
cristaux en complexes avec les trisaccharides H type 1 et 2, et sont actuellement en train d’étre

traitées et analysées. Le domaine N-terminal a également été cloné et exprimé et la cristallisation
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a pu étre possible apres optimisation de la taille du geéne. En 1’absence de similarité avec des
protéines connues, le remplacement moléculaire ne peut €tre utilisé et la protéine a donc été
exprimée dans un milieu riche en séléniométhionine. La structure cristallographique a pu étre
ainsi résolue. Ce domaine semble constituer un motif similaire a celui présent dans la chaine
légere des complexes dynéine, une protéine motrice des microtubules, pili ou flagelles. Une

publication est en cours de rédaction.
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APRESENTACAO

Os assuntos abordados nessa tese se situam dentro do dominio da Glicobiologia
estrutural, um ramo da biologia que estuda as estruturas e as interacdes de glicomoléculas.
Durante os quase quatro anos desta tese, passados um pouco mais da metade no Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular (UFC) e o outro periodo no CERMAV (UJF, Franca), fui
confrontada com sujeitos diferentes, mas complementares, tais quais biologia molecular, andlise
estrutural de complexos proteina-carboidratos e caracterizagdo termodinamica de interagcdes
lectina-glicidios.

Essa tese pode ser dividida em trés partes principais. Uma primeira dedicada a clonagem
e a producdo da lectina recombinante; a segunda descreve os estudos de afinidade e
especificidade dessa lectina frente a diferentes carboidratos; a terceira analisa a estrutura
cristalina da lectina complexada com diferentes ligantes glicidicos.

O primeiro capitulo € uma introdugdo a glicobiologia e ao objeto de nosso estudo: as
lectinas. No segundo capitulo, uma atencdo particular ¢ dada aos métodos experimentais
utilizados, compreendendo técnicas de biologia molecular, “glicochips”, microcalorimetria e
cristalografia. O terceiro capitulo é dedicado a produgdo de uma lectina de leguminosa sob forma
recombinante a partir de material genético de sementes. O quarto capitulo € voltado as intera¢oes
lectinas-carboidratos e descreve a especificidade desta lectina PELa frente a glicanos e a andlise
da afinidade por alguns oligossacarideos. No quinto capitulo, o estudo estrutural dos complexos
da lectina com diferentes carboidratos € abordado. Algumas conclusdes e perspectivas fecham a
apresentacdo desse trabalho. Ao fim, hd um resumo sobre outros trabalhos desenvolvidos durante
essa tese.

Essa tese foi redigida em lingua portuguesa, mas compreende dois anexos: o resumo
expandido do trabalho de tese em lingua francesa e o manuscrito em lingua inglesa de uma

publicacdo que estd sendo submetida ao Journal of Biological Chemistry.
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RESUMO

Uma atividade lectinica com especificidade para manose e glicose foi detectada em sementes
de Platypodium elegans, uma leguminosa da subtribo Dalbergiae. O gene da lectina PELa foi
clonado, resultante em uma proteina de 261 residuos de aminodcidos pertencente a familia de
lectinas de leguminosas, com similaridade com a lectina de Pterocarpus angolensis (PAL). A
lectina recombinante foi expressa em células de E. coli e refoldada a partir de corpos de inclusao.
Uma anélise da especificidade por Glycan array evidenciou uma preferéncia bastante nao-usual
para N-glicanos do tipo complexos com ramificagdes assimétricas. Um brago curto consistindo
em um residuo de manose € preferido no brago 1-6 do N-glicano, enquanto uma extensao por
GlcNAc, Gal e NeuAc sdo favordveis no brago 1-3. Valores de afinidade foram obtidos por
microcalorimetria usando heptassacarideos simétricos e assimétricos ligados a Asn preparados
por método semi-enzimdtico. Uma alta afinidade de 5 uM foi obtida para ambos os ligantes.
Duas estruturas cristalinas de PELa, uma em complexo com um trimanose ramificado e outra
com um heptassacarideo complexo simétrico ligado a Asn foram resolvidas a resolugdes de 2,1 e
1,65 A, respectivamente. A lectina mostrou adotar uma organizacdo dimérica candnica tipica de
lectinas de leguminsas. O trimanose faz uma ponte entre os sitios de ligacdo a carboidrato de
dimeros vizinhos, resultando na formacao de cadeias infinitas no cristal. O heptassacarideo liga-
se com o braco 1-6 no sitio primdrio de ligagdo e com contatos extensivos adicionais em ambos
os bracos. O GIcNAc do brago 1-3 estd ligado em uma conformagao restrita que pode justificar a
alta afinidade que € observada em chips para oligossacarideos com braco 1-3 curto que nao

apresentam esse monossacarideos.
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ABSTRACT

Lectin activity with specificity for mannose and glucose has been detected in the seed of
Platypodium elegans, a legume from the Dalbergiae tribe. The gene of the lectin PELa has been
cloned and the resulting 261 amino acid protein belongs to the legume lectin family with
similarity with Pterocarpus angolensis agglutinin (PAL) from the same tribe. The recombinant
lectin has been expressed in E. coli and refolded from inclusion bodies. Analysis of specificity
by Glycan Array evidenced a very unusual preference for complex type N-glycans with
asymmetrical branches. A short branch consisting of one mannose residue is preferred on the 6-
arm of the N-glycan, while extension by GIcNAc, Gal and NeuAc are favorable on the 3-arm.
Affinities have been obtained by microcalorimetry using symmetrical and asymmetrical Asn-
linked heptasaccharide prepared by semi-enzymatic method. Strong affinity of 5 uM was
obtained for both ligands. Crystal structures of PELa complexed with branched trimannose and
symmetrical complex type Asn-linked heptasaccharide have been solved at 2.1 and 1.65 A
resolution respectively. The lectin adopts the canonical dimeric organization of legume lectins.
The trimannose bridges the binding sites of two neighbouring dimers, resulting in the formation
of infinite chains in the crystal. The Asn-linked heptasaccharide binds with the 6-arm in the
primary binding site and extensive additional contacts on both arms. The GIcNAc on the 3-arm is
bound in a constrained conformation that may rationalize the higher affinity that is observed on

chips for oligosaccharide with shorter 3-arm that do not present this monosaccharide.
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Capitulo 1:

Introducao

1. Generalidades sobre Glicobiologia e Carboidratos

Glicobiologia € a ciéncia que estuda as estruturas, propriedades e funcdes dos
carboidratos presentes em diversidade nos seres vivos. Estes estudos ndo se restringem apenas
aos carboidratos, mas também a todas as outras classes de biomoléculas (proteinas, lipidios,
nucleotideos) que interagem com eles. O objetivo do glicobiologia estrutural €, naturalmente,
determinar a estrutura tridimensional e estabelecer modelos para as interagdes envolvendo essas
moléculas (TAYLOR & DRICKAMER, 2003).

Os carboidratos sdao a maior fonte de biomassa do planeta Terra e sua complexidade,
especialmente em termos de variagdes estruturais, ndo tem igual em outras classes de
biomoléculas. Do ponto de vista quimico, os agucares sdo poliidréxialdeidos ou
poliidréxicetonas. Monossacarideos t€m uma férmula geral do tipo (CH,0),, com um niimero de
atomos de carbono da cadeia principal que pode variar de trés a dez unidades. Uma caracteristica
geral de acgucares é que um dos dtomos de carbono possui uma fun¢do do tipo ceto-aldeido, que
permite a carboidratos com cinco (pentose) ou seis dtomos de carbono (hexoses) uma
condensacao intramolecular causando a formagao de um anel (furanose ou piranose), que é a sua
forma predominante em solugdo. Esse processo denominado de ciclizagdo da origem a um novo
centro quiral na molécula, o carbono anomérico C1, que pode ter duas configuragdes chamadas a
ou B, que se interconvertem por um processo denominado mutarrotacdo. O carbono anomérico
pode se condensar com a hidroxila de um segundo monossacarideo para formar um dissacarideo.
Assim, a adicdo de mondmeros resulta na formacdo de estruturas cuja complexidade aumenta
drasticamente com o numero de residuos. As estruturas mais simples, lineares ou ramificadas,
sdo formadas pela adi¢do de 2-5 mondmeros e sao nomeados com os prefixos di, tri, tetra- e

pentassacarideo; oligossacarideos, para as moléculas que contém até vinte monossacarideos; e
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quando o tamanho e a complexidade da estrutura se tornam muito importantes (mais de 20

residuos), em geral sdo chamadas de polissacarideos (Figura 1) (NELSON & COX, 2009).
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Figura 1. Conceitos Gerais de Estrutura de Carboidratos. A. Monossacarideo glicose e mutarrotacéo. B.
Ligacdo Glicosidica: formac¢do do dissacarideo maltose. C. Oligassacarideos. D. Polissacarideos simples e
ramificados (Adaptado de NELSON & COX, 2004).

O enorme potencial biolégico codificado por carboidratos resulta da sua capacidade de
criar estruturas complexas, incluindo pontos de ramificagdo a partir de monomeros simples
(lineares). Esta caracteristica dos carboidratos € Unica entre todos os polimeros bioldgicos. Por
exemplo, dois aminodcidos diferentes podem se ligar apenas por uma de duas maneiras. Por
outro lado, um monossacarideo simples, como a glicose, pode se ligar com o seu carbono
anomérico (o ou PB) a cinco hidroxilas presentes em uma segunda glucose, dando origem a até
onze diferentes isdmeros estruturais. E compreensivel, portanto, porque o nimero de variacdes

estruturais fornecidas por este tipo de moléculas € enorme.

88



A estrutura de glicanos (oligossacarideos, glicoconjugados, polissacarideos) depende
fortemente da sua composic¢do e, além disso, a presenga de ligagdes glicosidicas introduz uma
flexibilidade estrutural e conformacional considerdvel. A consequéncia direta dessa variabilidade
estrutural é uma grande diversidade no papel e localiza¢do de carboidratos nos organismos vivos:
resisténcia estrutural, armazenamento de energia, reconhecimento molecular, crescimento e
desenvolvimento, defesa, ancoragem membranar, enderecamento, dentre outros (TAYLOR &
DRICKAMER, 2003).

Foi somente a partir de metade do século XX que os carboidratos foram reconhecidos
como moléculas bioldgicas extremamente importantes; até entdo se admitia que todas as
informacdes bioldgicas eram realizadas pelas duas principais classes de moléculas: proteinas e
acidos nucléicos (LIS & SHARON, 1998). Em 1900, surgiu um interesse principalmente em
polissacarideos de plantas, pela sua ampla utilizacdo em muitas aplicacdes industriais.
Conhecimentos na biologia dos carboidratos eram, ainda, limitados aqueles com papéis
estruturais (celulose, quitina, etc ...) ou de acimulo e transporte de energia (glicose, amido). A
percep¢do e a importancia de que glicanos, livre ou na forma de glicoconjugados, poderiam
desempenhar papéis diversos foi a principal motivacdo que deu origem a glicobiologia moderna
(SHARON & LIS, 1993). Grandes descobertas que marcaram a elucidacdo do papel dos
oligossacarideos: o estabelecimento da estrutura glicidica dos determinantes do sistema ABO; a
demonstragdo da aglutinacdo de eritrécitos pelo virus influenza pela interacdo entre a
hemaglutinina e dcido sidlico; a observacdo de que a defucosilacdo de linfécitos impedia sua
migracdo pelos tecidos. Estas descobertas foram a fonte de muita pesquisa que tem ligado o
papel dos carboidratos nos processos de comunicagao e reconhecimento molecular (SHARON &
LIS, 1993).

Funcdes bioldgicas associadas a porcdo de carboidratos de glicoconjugados sdo tao
numerosos quanto a sua diversidade estrutural. Duas grandes familias de fun¢des podem ser
destacadas: a fungdo estrutural e de reconhecimento molecular. Em relacdo as propriedades
estruturais e fisicas de modulagdo, estas moléculas geralmente tém uma alta carga eletrostética,
além uma grande superficie de hidratacdo. Estas propriedades fisicas lhe ddo um papel na
estabilizacdo estrutural, solubilizacdo e protecdo contra a protedlise em glicoproteinas.
Glicoconjugados sdo também parte da camada de alta densidade molecular que cobre a

superficie de células epiteliais em eucariotos, o glicocdlix. Esta drea estd envolvida na coesdo
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celular e na protecao da célula contra choques fisicos e contra o ataque de microorganismos.
Ligado ao papel de reconhecimento molecular, os oligossacarideos estdo envolvidos em muitos
fendmenos de reconhecimento molecular do tipo receptor-ligante envolvendo lectinas e muitos
estudos confirmam papéis na comunicacao entre células (Figura 2) (VARKI, 1993; DENNIS et
al., 1999). Além disso, foi demonstrado que anormalidades no padrio de glicosilacdo
frequentemente acompanham condi¢des anormais fisiolégicas ou patoldgicas, como o cancer.
Portanto, este objeto de estudo agora estd recebendo atualmente muita atencdo e estudos t€m sido
realizados a fim de elucidar as complexas estruturas e papéis dessas glicanos (HAKOMORI,

1985; DENNIS et al., 1999).

2. Generalidades sobre lectinas

O termo lectina derivado do verbo latino “legere”, que significa "selecionar" ou "escolher" é
um nome apropriado para esta classe muito importante de proteinas. Lectinas t€ém sido definidas
como proteinas de origem ndo-imune que se ligam especificamente e reversivelmente aos
actcares e ndo mostram atividade enzimatica para estes substratos (KOCOUREK & HOREIJSI,
1981). Lectinas sdo moléculas ubiquas, encontradas em todas as classes de organismos:
microorganismos (virus, bactérias), plantas, fungos, insetos e animais. Também sido chamadas de
aglutininas por serem capazes de aglutinar células (eritrcitos, por exemplo) e glicoconjugados.
Esta caracteristica € devido ao fato destas proteinas serem geralmente multivalentes.

O comeco da documentacdo da pesquisa sobre lectinas data de 1860. Silas Weir Mitchekk
(1829-1913), um experiente psiquiatra e neurologista, observou que uma gota do veneno da
serpente Crotalus durissus e uma gota de sangue da asa ferida de um pombo coagularam
rapidamente em menos de trés minutos (MITCHELL, 1860). Ap6s mais de 100 anos apds essa
observacdo pioneira, Ogilvie & Gartner (1984) foram capazes de provar a existéncia de lectinas
Ca™ dependentes em venenos de Crotalidae responsdveis por nessa atividade. Tecnicamente,
aglutinacdo dependente de agticar tem sido o ensaio comum mais utilizado para se detectar e
monitorar atividade lectinica, e lectinas tem sido classificadas de acordo com sua especificidade
a monossacarideos mensurada em ensaios sisteméaticos de inibi¢do dessa atividade. A introdugao
de cromatografia de afinidade para purificacio de lectinas foi feita em 1965 e o desenvolvimento

de técnicas de sequenciamento protéico e gendmico tem permitido a determinacdo de suas
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estruturas primdrias, assim como a aplicacdo de técnicas biofisicas para determinacdo do seu
enovelamento, abrindo caminho para refinar o critério para agrupar lectinas em familias
(GABIUS, 2001; GABIUS et al., 2004; SHARON & LIS, 2001).

Um dos maiores motivos que hoje incentiva a pesquisa sobre lectinas provavelmente estd
relacionada a sua capacidade unica de "ler" as informagdes bioldgicas que sdao codificadas na
estrutura tridimensional de acucares. Lectinas sdo, de fato, os receptores para as interagdes
proteina-agucar, tendo um papel fundamental em vérios processos de reconhecimento molecular
e sinalizacdo celular (AMBROSI et al., 2005) (Figura 2). Lectinas localizadas na superficie de
bactérias, virus e parasitas intestinais reconhecem glicoconjugados presentes na superficie das
células epiteliais, facilitando os processos de colonizacdo e infeccdo. Em relacdo aos papéis das
lectinas de plantas, uma boa hipdtese tem sido o papel de defesa da planta contra patégenos de
plantas (ou contra os animais que podem se alimentar das mesmas), mas outras possibilidades
sdo consideradas (RUDIGER & GABIUS, 2001). As funcdes das lectinas animais, por outro
lado, ja tém sido estudadas em mais detalhes.

E interessante notar que a maioria das lectinas sdo especificas para um pequeno nimero de
actcares e, na maioria dos casos, esses agucares estao presentes dentro ou na superficie da célula,
especialmente na forma de glicoconjugados. Podemos identificar duas classes de lectinas com
relacdo a sua especificidade: aquelas que reconhecem um determinado monossacarideo e aquelas
que reconhecem apenas os oligossacarideos (SHARON & LIS, 2003). Entre os monossacarideos
geralmente reconhecido por lectinas encontramos manose, fucose, galactose/GalNAc e N-
acetilglicosamina.

Na primeira classe, com poucas excegdes, estas lectinas tém uma elevada afinidade para seus
ligantes monossacarideos com uma constante de afinidade (K,) da ordem de 10° a 10* M. Em
geral, a especificidade € alta para um monossacarideo e poucas substitui¢cdes sdo permitidas. A
afinidade € geralmente modulada pela presenca de um substituinte no carbono anomérico do
monossacarideo e, portanto, essas lectinas também reconhecem di-e trissacarideos
(GOLDSTEIN & PORETZ, 1986; LEE & LEE, 1995).

A segunda classe de lectinas € formado por aquelas que necessitam de oligossacarideos
especificos, como a N-cyanovirina, que reconhece glicanos do tipo oligomanose, como a
glicoproteina gp120 do HIV (BOTOS et al., 2002) ou a toxina da cdlera que é especifica para
GM1 presentes na superficie das células epiteliais (MERRITT & HOL, 1995). A afinidade
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mostrada para oligossacarideos geralmente ¢ muito maior do que para os monossacarideos pela
presenca de sitios de ligacdo mais profundo formando mais contatos com o ligante. Por vezes,
relatam-se lectinas com um notavel K, que pode alcangar a ordem de 10’ -10* M (GOLDSTEIN
& PORETZ, 1986; LEE & LEE, 1995).

Virus Bactéria Linfécito
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oligossacaridica

Proteina 3 , oo P-selectina SAE

transmembrana : g
\ , Toxina J \
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Glicgliﬁo : : 3 S
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= 4
= & . (e)
(a)
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A= fosfato/Lectina
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—
Enzima . Enzima
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fosfato/Lectina
Trans Golgi LR

Figura 2. Papéis de oligossacarideos no reconhecimento e na adesdo de superficie da célula. (a) Oligossacarideos
com estruturas unicas (representados como hexdgonos), componentes de uma variedade de glicoproteinas ou
glicolipideos na superficie externa da membrana plasmadtica, interagem com elevada especificidade e afinidade com
lectinas do meio extracelular. (b) Virus que infectam células animais, tais como o virus da gripe, se ligam a
glicoproteinas da superficie celular como primeiro passo para a infeccdo. (c) Toxinas bacterianas, como as da cdlera
e pertussis, se ligam a um glicolipideo de superficie antes de entrar em uma célula. (d) Algumas bactérias, como
Helicobacter pylori, aderem a célula e depois as colonizam ou infectam. (e) Selectinas (lectinas) na membrana
plasmatica de certas células mediam interacdes célula-célula, como as de linfécitos T com as células endoteliais da
parede capilar em um sitio de infec¢do. (f) O receptor de manose 6-fosfato / lectina do complexo de Golgi se liga ao
oligossacarideo de enzimas lisossomais, orientando-as para a transferéncia ao lisossomo. (Adaptado de NELSON &
COX, 2009).

92



3. Lectinas de Plantas

Lectinas foram primeiramente identificadas em plantas no inicio do século XX, mas a
comunidade cientifica teve um interesse maior por esta classe de proteinas a partir dos anos
sessenta, coincidindo com o nascimento da glicobiologia. O interesse foi motivado
principalmente pelo uso de lectinas na deteccao, isolamento e caracterizacdo de oligossacarideos,
na tipagem sanguinea e identificacdo de glicoconjugados, especialmente glicoproteinas. A
grande descoberta de que certas condicOes fisioldgicas e patoldgicas estavam associados a
alguma mudanca no estado de glicosilagao das células sé foi possivel através da utilizacdo de
lectinas. O nudmero de publicacdes sobre lectinas tem tido um grande crescimento,
principalmente devido a abundancia de lectinas em todos os organismos vivos, com uma certa
facilidade de purificacdo. Nos ultimos anos a comunidade cientifica comecou a considerd-las
como moléculas bioativas, aumentando o interesse nas funcdes bioldgicas destas moléculas.
Percebe-se de imediato a extrema variabilidade das lectinas, primeiro em termos de estrutura
primdria, e, como resultado das primeiras estruturas resolvidas por difracdo de raios X, em
termos de estrutura tridimensional (SHARON, 2007, LORIS, 2002).

A habilidade para o reconhecimento e ligacdo a carboidratos especificos distinguem as
lectinas de todas as outras proteinas de plantas. Elas sdo classicamente consideradas um grupo
heterogéneo de proteinas, pois apresentam propriedades bioquimicas e atividades bioldgicas
acentuadamente diferentes, distintas estruturas moleculares e especificidades (PEUMANS &
VAN DAMME, 1995)

Apesar das lectinas serem amplamente distribuidas no reino vegetal, abrangendo
principalmente as familias Leguminosae, Gramineae, Euphorbiaceae, entre outras, a familia
Leguminosae é a que apresenta o maior numero de lectinas isoladas e destas destacam-se
principalmente as de sementes (SHARON & LIS, 1993; PRAKASHKUMAR et al., 1998;
LORIS et al., 1998), embora possam ser encontradas também em outras partes das plantas, como
folhas (RATANAPO et al.,, 2001), frutos (SAMPIETRO et al., 2001), raizes de algumas
Convolvulaceae (PEUMANS et al., 1997, VAN DAMME et al., 1997) e tubérculos
(SUSEELAN et al., 2002).

Muitas funcdes tém sido propostas para as lectinas vegetais, tais como prote¢do contra

patégenos e insetos, transporte e armazenamento de carboidratos, reconhecimento celular (dentro
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da célula, entre células ou entre organismos), proteinas de reserva ou reguladores de crescimento
(PUSZTALI 1991).

Atualmente estas proteinas t€ém mostrado aplicabilidades em diversas areas cientificas,
abrangendo areas que vao da medicina a agricultura, sendo muitas destas proteinas consideradas
como ferramentas bdsicas para areas de ponta como a biotecnologia, tendo em vista suas varias
propriedades, tais como: atividade anti-inflamatéria e pré-inflamatéria (FREIRE et al. 2003,
BENJAMIN et al., 1997, ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et al.,2005), atividade inseticida
(MACEDO et al., 2007; OHIZUMI et al, 2009, BENETEAU et al., 2010), efeito téxico para
moluscos hospedeiros de Schistosoma mansoni (SANTOS et al., 2010), agentes em drug
delivery (MOLEMA & MEIJER, 1994), efeito vasodilatador (ASSREUY et al., 2009), inducdo
do fendmeno de apoptose (BARBOSA et al., 2001), dentre outros.

A ligacdo especifica de lectinas a carboidratos tem um importante papel também na
interacdo de plantas com outros microorganismos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).
Existem evidéncias crescentes de que lectinas de plantas poderiam agir como moléculas de
defesa contra insetos e outros herbivoros (VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004). A atividade
inseticida de muitas lectinas de plantas tem sido documentada em ensaios de nutricdo in vitro e
em estudos com plantas transgénicas (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al.,
2004, MACEDO et al., 2007). Isso se constitui um potencial econdmico contra pestes, ja que,
sendo as lectinas um produto metabdlico primdrio, seus genes seriam bons candidatos para
conferir resisténcia a insetos em linhagens transgénicas. A purificacdo e caracterizacdo de
lectinas de novas fontes, portanto, podem revelar genes com grande potencial para engenharia
genética (KAUR et al., 2006; SINGH et al., 2004).

Embora lectinas apresentem a propriedade comum de se ligar, reversivelmente, a
carboidratos (LIS & SHARON, 1998), elas apresentam caracteristicas proprias, principalmente
no que diz respeito a aplicagdes bioldgicas. Assim, mesmo lectinas que apresentem alto grau de
identidade de sequéncias entre si, mostram-se diferentes quanto as vdrias propriedades
bioldgicas. Isto faz com que, via de regra, cada lectina tenha as suas potencialidades de
aplicacdo, o que justifica que cada uma delas, por mais semelhante que possa parecer com outra
lectina, mereca ser estudada isoladamente. Fica evidente, entdo, que a descoberta, o isolamento e
a caracterizagdo quimica, fisico-quimica e bioldgica de novas lectinas se revestem de grande

importancia, na medida em que novas lectinas com diferentes aplicabilidades podem ser
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encontradas. Além disto, visto hoje em dia ser forte a corrente que defende o papel de moléculas
de comunicagdo para as lectinas, a descoberta de novas lectinas com especificidades diferentes se
torna atrativa, uma vez que podem servir de novos modelos para o entendimento destes
processos dinadmicos de comunicacdo célula-célula, célula-microrganismo ou célula-virus

(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

3.1. Funcoes Endogenas de Lectinas de Plantas

Desde a sua descoberta as lectinas tém gerado polémica com relacdo as suas possiveis
fungdes, entretanto, mesmo para lectinas com homologia torna-se dificil atribuir uma funcdo em
comum, tendo em vista que as mesmas podem apresentar variacdes em relacdo a especificidade,
localizagdo intracelular e periodo de sintese (RUDIGER & GABIUS, 2001).

A capacidade de reconhecer carboidratos de forma especifica permite que as lectinas
atuem na decodifica¢do de glicocédigos, representados pelos polissacarideos e glicoconjugados.
Tais moléculas podem existir tanto nas formas livre, quanto ancoradas a membrana celular ou a
matriz extracelular (PEUMANS e VAN DAMME, 1998).

Em vegetais, uma das premissas mais aceitas trata sobre a possivel funcao de defesa das
lectinas em detrimento de simples reservas de nitrogénio. Essa hipotese é sustentada pelo fato de
muitas dessas proteinas apresentarem a capacidade de reconhecer especificamente carboidratos
inexistentes em seus vegetais de origem, mas abundantes em outros organismos (PEUMANS &
VAN DAMME,1995). Suas destacadas resisténcias a protedlise e estabilidade mediante
variacdes considerdveis de temperatura e pH (VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004) sao
outras caracteristicas que corroboram para essa idéia.

Essas “fun¢des externas” das lectinas conferem aos vegetais uma maior adaptabilidade ao
seu meio. Dentre elas, podemos citar:

Protecdo contra herbivoros: Essa propriedade € conferida pela capacidade de algumas
lectinas vegetais de interagir com glicanos presentes na superficie celular do trato digestivo de
insetos e mamiferos (VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004). Diversos trabalhos reportam
varios efeitos toxicos e/ou antinutricionais causados por essas proteinas, como a WGA, ConBr e
GSA, todas capazes de inibir o crescimento de Callosobruchus maculatus, o gorgulho do feijao-

de-corda (GRANGEIRO et al., 1999a; GRANGEIRO et al., 1999b; MURDOCK et al., 1990;

95



ZHU et al.,1996); além da GNA, que apresenta efeito toxico contra o afideo Aulacorthum solani
(DOWN et al., 1996).

Atividade antifiingica: A quitina, polimero constituido por residuos de N-
acetilglucosamina (GlcNac) unidos por ligacdes P(1-4), é o principal constituinte da parede
celular fingica. Dessa forma, lectinas ligantes de GIcNAc podem exercer efeito inibitério sobre
o crescimento celular fingico, como por exemplo a WGA (RUDIGER, 1997).

Simbiose com bactérias nitrificantes: Vérias plantas, em particular as leguminosas, sao
conhecidas pela sua habilidade em estabelecer simbiose com bactérias capazes de fixar o
nitrogénio atmosférico, como as do género Rhizobium e outros relacionados, tornando-as
independentes da adicdo de fertilizantes nitrogenados (RUDIGER, 1984). Essa relacdo pode
ocorrer mediante a interagdo entre lectinas presentes nas raizes e glicoconjugados
(lipoquitooligossacarideos) da parede celular bacteriana (VAN EIJSDEN et al., 1995).

Apesar de apresentarem importantes papéis no meio externo, as lectinas também possuem
funcgdes indispensaveis no controle da homeostase vegetal. Dentre elas podemos citar o papel das
lectinas como reservas de nitrogénio durante o desenvolvimento inicial da planta, ji que o
estoque dessas proteinas diminui progressivamente durante o crescimento da plantula. Essa
funcdo é acoplada ao possivel papel na defesa, uma vez que quantidades considerdveis de
lectinas presentes na semente podem ajudar a evitar que essa seja predada ou danificada, porém,
se ndo requisitadas, sdo entdo consumidas (PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Outro papel das lectinas encontra-se na interacao com enzimas, direcionando sua atuacao
a sitios especificos e a0 mesmo tempo modulando sua atividade (TAIPALENSUU et al., 1997;
WIERZBA-ARABSKA & MORAWIECKA, 1987).

3.2. Classificacao Estrutural de Lectinas

As lectinas formam um grupo de proteinas muito heterogéneas. Muitas lectinas podem ser
agrupadas em familias caracterizadas por sequéncias similares ou organizagdo estrutural. Van
Damme er al. (1998) subdividiu as lectinas vegetais de acordo com os tipos estruturais em
quatro classes estruturais principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas

(Figura 3).
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As merolectinas sdo proteinas que consistem exclusivamente de um tnico dominio de ligacao
a carboidrato. Devido a seu cardter monovalente, as merolectinas sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. A heveina, uma proteina do latex de seringueira (Hevea
brasiliensis), que se liga a quitina, € uma tipica merolectina (VAN PARIJS et al., 1991).

As hololectinas também sao compostas exclusivamente de dominios carboidrato ligantes,
mas com dois ou mais sitios ligantes que sdo idénticos ou parecidos. Como as hololectinas sao
divalentes ou multivalentes, elas podem aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados. As
hololectinas comportam-se como verdadeiras aglutininas e compreendem a maioria das lectinas
de plantas, representando a classe de lectinas mais bem estudada. S3o exemplos tipicos de
hololectinas aquelas encontradas em sementes de plantas pertencentes a subtribo Diocleinae
(CAVADA et al., 2001).

As quimerolectinas s@3o uma fusdo de proteinas compostas de um ou mais dominios de
carboidratos ligantes e de um dominio nao relacionado, com uma atividade catalitica bem
definida, e que age independentemente dos dominios de ligagdo a carboidrato. Dependendo do
nimero de sitios de ligacdo a carboidratos, as quimerolectinas comportam-se como merolectinas
ou hololectinas. Um representante deste grupo sdo as proteinas inativadoras de ribossomos (RIP
tipo 2), como por exemplo a ricina (toxina da mamona), que possui dois dominios de ligacao
para carboidratos e um dominio para a inativacao do ribossomo (PEUMANS & VAN DAMME,
1998). Outro exemplo é a PPL-2, uma lectina quitina-ligante isolada de sementes de Parkia
platycephala que possui, além do sitio ligante a carboidrato, um sitio catalitico com atividade
endoquitindsica (CAVADA et al., 2006).

As superlectinas consistem de no minimo dois dominios de ligagdo para carboidratos.
Diferente das hololectinas os dominios de ligacdo para carboidratos das superlectinas
reconhecem acucares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como exemplo, a lectina do
bulbo de tulipa (TXxLCI) que é formada por dois dominios de ligag¢ao a carboidrato, reconhecendo
manose e N-acetil galactosamina, respectivamente; e a banana-lectin, que possui dois sitios
distintos de reconhecimento de laminaribiose e Xyl-Bf1,3-Man-0-O-Methyl em dominios

distintos (MEAGHER et al., 2005).
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Figura 3. Classificacdo estrutural de lectinas de plantas em Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e
Superlectinas (Adaptado de Van Damme et al., 1998). DRC: dominio de reconhecimento a carboidratos.

3.3. Classificacao de Lectinas de Plantas em Familias Evolutivamente Relacionadas

O avanco da biologia estrutural em conjunto com modernas técnicas de DNA recombinante
deu um salto significativo na elucidacio das mais diversas moléculas presentes em estruturas dos
sistemas bioldgicos. Atualmente, mais de 300 estruturas de lectinas de vegetais encontram-se
depositadas no Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000). Destas, além de uma grande maioria
possuir um detalhamento estrutural a nivel atbmico (acima de 2,0 A de resolucdo), muitas ja
possuem seus sitios de reconhecimento a carboidratos bem estabelecidos, apresentando
semelhancas quanto a aspectos estruturais. Outras caracteristicas como sequéncia primadria,
reconhecimento a aguicares e até mesmo quanto a fun¢do desempenhada, ja sdo bem conhecidas e
estudadas (VAN DAMME et al., 1998).

Isso ocorreu de uma forma que tornou possivel classificar lectinas ndo somente quanto aos
aspectos estruturais vistos anteriormente, mas como também em familias que estejam
evolutivamente relacionadas, ou seja, que ndo possuam apenas estruturas quaterndrias

semelhantes, mas que compartilham outras caracteristicas que possam estar diretamente

98



relacionadas com a fun¢do desempenhada por cada uma delas (VAN DAMME et al., 1998).
Van Damme e colaboradores (1998) classificaram as lectinas de plantas em sete grupos, ou
familias, de acordo com as semelhancas estruturais e filogenéticas. Dentre as familias

evolutivamente relatadas de lectinas de plantas podemos destacar (Figura 4):

a. Lectinas de monocotiledoneas do tipo manose

O termo “lectinas de monocotiledoneas que se ligam a manose” refere-se a uma
familia de lectinas estreitamente relacionadas que sao estritamente reconhecedoras de manose, e
que sdo encontradas em monocotiledoneas. Foram classificadas, até entdo, em seis diferentes
familias de plantas: Alliaceae, Amaryllidaceae, Araceae, Bromeliaceae, Liliaceae e Orchidaceae.

Estudos comparativos indicam que essas proteinas compartilham um alto grau de
similaridade de sequéncia primdria, porém com uma completa heterogeneidade de estrutura
molecular (VAN DAMME et al., 1998). Um exemplar com estrutura resolvida estd representado

na Figura 4a.

b. Lectinas especificas a quitina e homoélogas a heveina

As lectinas que se ligam a quitina sdo capazes de se ligar a residuos de N-acetilglicosamina
(principal unidade monomérica constituinte da quitina) e tém como caracteristica principal o fato
de possuir um dominio heveinico em suas moléculas (VAN DAMME et al., 1998). O termo
“dominio heveinico” refere-se a uma pequena proteina (uma merolectina) de 43 residuos de
aminodcidos, extraida do latex da Hevea brasiliensis, a popular seringueira, que reconhece
quitina (WALJUNO et al., 1975) e € o protétipo de proteinas dessa classe. Lectinas pertencentes
a esse grupo tém sido encontradas em vdarias familias de plantas ndo relacionadas
taxonomicamente, tais como Gramineae, Leguminosae, Solanaceae, Urticaceae, Papaveraceae e
Amaranthaceae. Lectinas que se ligam a quitina € ndo possuem o dominio heveinico sdo
classificadas em outras familias de lectinas. A aglutinina de gérmen de trigo (WGA) € a principal
representante dessa classe, ¢ composta de duas subunidades de 18 kDa consistindo de quatro
dominios de Heveina estruturalmente semelhantes. (RAIKHEL et al., 1993). Um exemplar com

estrutura resolvida estd representado na Figura 4b.

99



Figura 4. Classificagdo de lectinas de plantas em familias evolucionamente relacionadas: representantes com
estrutura tridimensional. A. Lectinas de monocotiledoneas do tipo manose: Galanthus nivalis agglutinin (GNA,
codigo PDB: INIV). B. Lectinas especificas a quitina e homdlogas a heveina: Wheat germ agglutinin (WGA, cédigo
PDB: 2UVO). C. Lectinas homélogas a Jacalina: Jacalina (IHUO). D. Lectinas homdélogas ao tipo RIP-2 (Ricina):
Abrina (c6digo PDB: 2ZR1). E. Lectinas da familia das Amarantaceae: Amarantina (cédigo PDB: 1LJY). F.
Lectinas de leguminosas: Canavalia brasiliensis lectin (ConBr, c6digo PDB: 3JU9). A familia de lectinas de floema
de Curcubitaceae ndo possui representante com estrutura tridimensional.

c. Lectinas homdlogas a Jacalina

A expressdo “lectinas relacionadas a Jacalina” é usada para nomear um grupo de

lectinas que sdo evolucionaria e estruturalmente relacionadas a aglutininas presente nas

100



sementes de Artocarpus integrifolia (jaca). Basicamente, a familia da jacalina compreende dois
subgrupos especificos: i) que reconhecem galactose e ii) que reconhecem manose. Esse tipo de
lectina € encontrada principalmente em espécies de Moreaceae e Convolvulaceae (VAN
DAMME et al., 1998). Esse primeiro grupo possui uma alta afinidade pelo antigeno-T [Gal
B(1,3)GalNAc] (SASTRY et al, 1986; SARKAR et al, 1981). Em relacdo as lectinas
especificas por manose relacionadas a jacalina, estas foram identificadas em muitas espécies em
grupos taxonomicamente diferentes. Sabe-se, até entdo, que as lectinas relacionadas a jacalina
que se ligam a manose possuem duas ou quatro subunidades ndo glicosiladas de
aproximadamente 150 residuos de aminodcidos. Um exemplar com estrutura resolvida estd

representado na Figura 4c.

d. Lectinas homélogas ao tipo RIP-2 (Ricina)

As RIPs tipo 2 constituem uma tipica familia de quimerolectinas constituidas por
duas cadeias polipeptidicas sintetizadas a partir de uma dnica molécula precursora, a qual € pds-
transducionalmente processada através da excisdo de uma ligacdo entre as cadeias. O termo
“proteina que inativa ribossomos” (RIP) refere-se a capacidade destas de inativarem
cataliticamente os ribossomos, que ocorre através da remoc¢do enzimdtica de um residuo de
adenina especifico de uma volta na grande subunidade do RNA ribossomal 28 S. A primeira
dessas cadeias (cadeia A) é formada por um polipeptideo constituido de um dominio adenosina
glicosidase e a outra cadeia (cadeia B) constituida por um dominio de liga¢do a carboidratos,
sendo que as cadeias permanecem unidas por pontes dissulfeto. Ao penetrar nas células, esta
ligacdo dissulfeto é quebrada e a cadeia A adquire uma forte atividade N-glicosidase tornando-se
capaz de inativar cataliticamente ribossomos eucariéticos e procariéticos (VAN DAMME et al.,
1998). A Ricina (Ricinus communis) e Abrina (Abrus precatorius) sdo exemplos cldssicos de
RIPs tipo 2 com potentes atividades bioldgicas, ja tendo sido identificadas em espécies de vérias
familias de plantas (PEUMANS et al., 2001; VAN DAMME et al.,1998). A atividade e
especificidade de ligacdo a carboidrato das RIPs s@o estabelecidas somente por sitios de ligacao a
carboidratos situados na cadeia B. Estudos de especificidade indicaram que a maioria das RIPs
sdo efetivamente inibidas por Galactose ou GalNAc ou por ambos. Todavia os inibidores mais

potentes que quaisquer outros monossacarideos sdo os dissacarideos ou oligossacarideos ricos
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em galactose. A lectina de Abrus pulchelus possui especificidade por galactose, mas apresenta
uma maior afinidade para sequéncias de lactose [B-D-Gal-(1,4)-D-Glc], N-acetillactosamina [[3-
D-Gal-(1,4)-D-GIcNAc] e lacto-N-biose [B-D-Gal-(1,3)-D-GIcNAc] (VAN DAMME et al.,

1998). Um exemplar com estrutura resolvida estd representado na Figura 4d.

e. Lectinas da familia das Amarantaceae

A amarantina, uma lectina extraida de Amaranthus caudatos, nao se assemelha a
nenhuma outra lectina de planta, tanto com relagdao a sequéncia de aminodcidos quanto com
relacdo a estrutura tridimensional. Baseado nessas informagdes, a amarantina € considerada um
protétipo da familia de lectinas das Amaranthaceae. Vdrias outras lectinas extraidas de plantas do
género Amaranthus, como por exemplo Amarantus leucocarpus, contém lectinas que sdo muito
similares a amarantina, sendo todas elas lectinas ligantes especificas por N-acetilgalactosamina
(VAN DAMME et al., 1998). Um exemplar com estrutura resolvida estd representado na Figura
4e.

f. Lectinas de floema de Curcubitaceae

As lectinas do floema de Curcubitaceae sdo proteinas diméricas composta de duas
subunidades idénticas de 24 kDa que se ligam a residuos de N-acetilglicosamina. Todas as
lectinas conhecidas dos floemas de Curcubitaceae mostram um grau de similaridade sequencial,
mas nao apresentam qualquer similaridade sequencial com outras lectinas de plantas ou proteinas
(VAN DAMME et al.,, 1998). Até o presente, ndo existe representante com estrutura

tridimensional disponivel.

g. Lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas correspondem a familia de lectinas mais estudadas até o
presente, com dezenas de representantes ja purificados e caracterizados. As proteinas desse
grupo caracterizam-se por possuirem uma alta similaridade estrutural, porém, uma especificidade

por carboidratos e propriedades bioldgicas distintas. Se enquadram nesse grupo a Concanavalina-
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A (ConA), extraida de sementes de Canavalia ensiformes, e as lectinas extraidas de outras
plantas da subtribo Diocleinae (CAVADA et al.,2001). Um tépico adiante ird descrever com
maiores detalhes esse grupo. Um exemplar com estrutura resolvida estd representado na Figura

4d.

Apesar de parecer clara, esta classificagdo das lectinas vegetais tende a deixar de ser
baseada em aspectos evolutivos e passa a levar em conta somente 0s aspectos estruturais. Isso se
da pelo fato de que, a medida que novas lectinas vao sendo descobertas e caracterizadas, deixa de
existir um limite taxondmico bem definido entre as familias de lectinas vegetais. Um exemplo
claro deste fato € a lectina especifica para glicose e manose extraida de sementes da leguminosa
Parkia platycephala, cuja estrutura é composta por trés dominios repetidos relacionados a

jacalina (MANN et al., 2001; GALEGO DEL SOL et al., 2005).

3.4. Lectinas de Leguminosas

Novas lectinas tém sido descobertas a cada dia em células de mamiferos, em
microorganismos ou em plantas, sendo encontradas envolvidas em intricados processos
bioquimicos e bioldgicos. Lectinas de plantas, em particular, t€m sido intensivamente estudadas
em inimeros aspectos, particularmente por seus potenciais antifingicos e inseticidas (CARLINI
& GROSSI-DE-SA, 2002; PEUMANS & VAN DAMME, 1996).

As lectinas de leguminosas representam o grupo mais bem estudado dentre as lectinas de
plantas, sendo a maioria dos estudos de lectinas extraidas de membros da subfamilia
Papilionoideae, principalmente da tribo Phaseolae (MANN, et al., 2001). Constituem uma ampla
familia de proteinas estreitamente relacionadas, a maior parte encontrada exclusivamente em
espécies representativas da familia Leguminosae, com exce¢do de sequéncias similares que
foram encontradas em Arabidopsis thaliana (HERVE et al., 1999). Elas estdo presentes em
sementes, folhas, caules e raizes (SHARON & LIS, 1990; LORIS et al., 1998).

Até o momento, dezenas de lectinas desta familia j4 foram isoladas e caracterizadas,
principalmente lectinas de sementes, onde o percentual pode variar de 1 a 10% do total de

proteinas soliveis, embora algumas espécies possam apresentar concentracdes acima de 50%, ou
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abaixo de 0,1% do total de proteinas soliveis presentes nas sementes. (SHARON & LIS, 1990;
VAN DAMME, et al., 1998).

3.4.1. Caracteristicas gerais

Sabe-se que algumas lectinas de Leguminosas, especialmente as da subtribo
Diocleinae, sdo sintetizadas no reticulo endoplasmatico na forma de pré-pro-lectinas ou pro-
lectina glicosilada (Figura 5). A regido correspondente ao cDNA contém 29 residuos de uma
sequéncia sinal, que € removido posteriormente durante o transporte da pré-pro-lectina para o
limen do reticulo endoplasmatico, originando uma pré-lectina. Em seguida encontra-se uma
regido codificante referente aos aminodcidos 119-237 da Concanavalina A, e uma outra regiao
codificante correspondente aos aminodcidos 1-118 da lectina, seguida por ultimo por uma
extensdo C-terminal de 9 residuos. Além disso, hd entre os dois peptidios uma unidade
oligomanose N-ligada a uma pentadecapeptideo interno, o qual € excisado durante a maturacao,
produzindo os dois peptidios. Acredita-se que a presenca da glicosilacdo iniba a atividade de
ligac@o a carboidrato da lectina. A lectina madura e ativa, portanto, é nao-glicosilada. A maior
parte dos dois peptidios formados sdo entdo covalentemente ligados por uma reacdo de
transpeptidagdo, concomitante com a clivagem da extensdo C-terminal, formando a lectina
madura, onde o alinhamento dos residuos 1-118 e 119-237 € o inverso de como se apresenta no
precursor (SHARON & LIS, 1990; SHARON, 2007).

Do ponto de vista estrutural, as lectinas de leguminosas sao geralmente compostas de
2 ou 4 subunidades, iguais ou diferentes com massa molecular em torno de 25 a 30 kDa,
compostas geralmente de uma cadeia polipeptidica simples com cerca de 250 amino4cidos, cuja
unido € estabelecida por forcas ndo covalentes como ligacdes de hidrogénio, interagcdes
hidrofébicas e eletrostaticas, que formam dimeros candnicos e estabilizam o tetramero pela unido
destes dimeros. Cada uma destas subunidades apresenta um unico sitio de ligagao a carboidratos
com a mesma especificidade, além de um ou mais sitio de ligacdo a ions, podendo ainda
apresentar um ou dois oligossacarideos N-ligados. Entretanto, algumas lectinas possuem
subunidades formadas por 2 cadeias polipeptidicas, entre elas as lectinas da tribo Vicieae,

géneros Pisum, Vicia, Lathyrus, e Lens. Estas lectinas sdo dimeros formados por duas
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subunidades iguais e cada subunidade € constituida de uma cadeia o (5 a7 kDa) e uma (15 a 19

kDa) mantidas por liga¢des ndo-covalentes (SHARON & LIS, 1989).
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Figura 5. Modificagdes pds-traducionais durante a biossintese da Concanavalina A (ConA). Sumario dos eventos de
processamento convertendo a pro-concanavalina A glicosilada (pré-pro-conA) em lectina madura. Extremidades
amino e carboxi terminal da lectina madura estdo indicados por N e C, respectivamente, € o nimero em parénteses
refere-se a residuos da concanavalina A madura. Durante o processamento na planta, a pro-proteina glicosilada
inativa € deglicosilada resultando no surgimento da atividade de ligag@o a carboidrato. A a¢do de uma endopeptidase
que cliva o nonapeptidio carboxiterminal e o espacador da deglicosilagdo estd mostrado em verde e amarelo,
respectivamente. Residuos 118 e 119 sdo ligados enzimaticamente. Splicing entdo resulta em uma transposi¢do do
arranjo linear dos dominios protéicos y e B (Adaptado de CARRINGTON, 1985). RE: reticulo endoplasmatico, CG:
complexo de golgi, V: vactolo.

Algumas lectinas de leguminosas podem ser encontradas em diferentes isoformas,
como, por exemplo, a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) que é formada por duas subunidades
génicas diferentes, denominadas E (31,7 kDa) e L (29,9 kDa), que combinadas ddo origem a uma
familia de cinco isolectinas tetraméricas: E4, E3L, E2L2, EL3, L4 (FELDSTED et al., 1977).

Além da heterogeneidade genética, ou seja, mais de um gene codificando uma lectina, a
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ocorréncia de isoformas pode ser atribuida a processamentos pés-traducionais incompletos
(YOUNG et al., 1995).

Outras lectinas de diferentes partes vegetais existem como uma complexa mistura de
isoformas, como por exemplo, as lectinas de Robinia pseudoacacia (VAN DAMME et al.,
1995), do género Erythrina (BONNEIL et al., 2004), de Acacia constricta (GUZMAN-
PARTIDA et al., 2004) e de Amaranthus leucocarpus (HERNANDEZ et al., 2001). A presenga
de isoformas tém alto impacto sobre a fun¢do bioldgica de lectinas, e a existéncia de vdrias
isoformas poderiam oferecer uma estratégia alternativa ou uma adaptacdo evolutiva para

compensar a baixa especificidade.

3.4.2. Caracteristicas estruturais

As estruturas cristalinas de um grande nimero de lectinas de leguminosas ja foram
resolvidas (210 estruturas disponiveis de 35 lectinas diferentes) (VARROT et al., 2011). As
estruturas dos mondmeros de diferentes lectinas de leguminosas sdo extremamente similares
(Figura 6). Aproximadamente 20% dos residuos de aminoécidos sdo invariantes em todas as
lectinas de leguminosas e outros 20% sao similares. Entre os aminodcidos conservados incluem-
se aqueles envolvidos na interagdo com o carboidrato e quase todos os residuos que coordenam
fons metais (BANERIJEE et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1998). A resolucdo de estruturas
tridimensionais de lectinas de leguminosas tem mostrado que cada subunidade é constituida de
cerca de 60% de fitas-beta antiparalelas arranjadas em duas ou mais folhas beta interconectadas
por voltas, mais conhecido como enovelamento do tipo “B-sanduiche”. Para todas as lectinas de
leguminosas conhecidas, a estrutura tercidria é constituida de duas folhas-f anti-paralelas, uma
com seis fitas B (atrds) e outra com sete fitas B (frente), conectadas por uma outra folha-f de 5
fitas (superior), gerando o conhecido motivo "jellyroll', também referido como "lectin fold".
(SRINIVASAN et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1998).

O sitio de ligacdo a carboidratos estd localizado no lado concavo do B-sanduiche,
proximo ao sitio de ligagdo a metais. O sitio de reconhecimento a carboidratos consiste de
diversas voltas com diferentes graus de variabilidade (SHARMA & SUROLIA, 1997). As
conformagdes destas voltas sao determinadas pela presenga na estrutura de fons de metais de

transi¢do, como o cdlcio e o manganés (LORIS et al., 1998; BOUCKAERT et al., 2000). O sitio
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de ligacdo a fons é amplamente conservado nestas proteinas. Sabe-se que a atividade de
reconhecimento a agicar depende da presenga do fon cdlcio e de um outro ion, geralmente o
manganés. Esses metais se localizam a uma distincia de aproximadamente 4,5 A e ambos sdo
coordenados por cadeias laterais de pelo menos quatro aminodcidos e duas moléculas de dgua. O
reconhecimento das lectinas de leguminosas por ions € reversivel e a remog¢ao desses metais
resulta em importantes mudancas conformacionais. Em ConA, por exemplo, com a falta dos
fons cdlcio e manganés, o peptideo Ala207-Asp208, que para participar efetivamente do
reconhecimento ao seu carboidrato especifico necessita estar na conformacgdo trans, passa a
assumir uma conformacgdo do tipo cis (BOUCKAERT et al., 1995). A auséncia desses metais,
portanto, resulta em uma instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a carboidratos
(LORIS et al., 2004).

O sitio primério de ligacdo a carboidratos das lectinas de leguminosas consiste em
uma regido na superficie da molécula composto por quatro voltas que proporcionam a formacao
de uma cavidade na superficie da mesma, onde o reconhecimento especifico de carboidratos se
da por intermédio de ligacdes de hidrogénio entre a lectina e o agicar. Nestas voltas encontram-
se trés residuos altamente conservados, Asp, Asn e Gly/Arg, os quais sdo responsaveis pela
formacao de quatro ligacdes de hidrogénio com as hidroxilas dos carbonos trés e quatro
presentes em monossacarideos como manose ou glicose. Também participam do processo de
reconhecimento interacdes de Van der Waals estabelecidas entre o anel aromético do agtcar e as
cadeias laterais de aminodcidos hidrofébicos: a estabilizacdo dos monossacarideos ocorre
também através de interagdes hidrofébicas com os residuos de aminoacido como Phe, Tyr, Trp
ou Leu (Moreno, 2008). Contatos adicionais entre o carboidrato e a superficie da proteina
(diretos ou mediados por moléculas de dgua) contribuem para a alta seletividade (WEIS &
DRICKAMER, 1996; ELGAVISH & SANAN, 1997). Apesar da riqueza de dados obtidos por
cristalografia por raios X, um ndmero relativamente pequeno de lectinas apresentam-se
complexadas com oligossacarideos longos (BERMAN et al., 2002;

http://www.cermav.cnrs.fr/lectines/).
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Figura 6. Monomero tipico de uma lectina de leguminosa. A esquerda, diagrama esquematico da estrutura tercidria
de um monodmero tipico de lectinas de leguminosas. Do lado direito, estrutura tercidria do mondmero da lectina de
Canavalia gladiata (CGL) complexada com a-metil-manosideo e 4cido aminobutirico (Abu) (ambos em verde)
(co6digo PDB:2D7F).

Além de um sitio de ligacdo a carboidratos, altamente conservado, juntamente com um
sitio de ligacdo a metais, que € responsavel pela estabilizacdo da volta que compde o sitio de
ligacdo a carboidratos, estudos recentes mostraram a capacidade dessas proteinas interagirem
com compostos hidrofébicos. Algumas lectinas de leguminosas podem interagir com outras
espécies de moléculas, que ndo carboidratos, tais como adenina (HAMELRYCK et al., 1999) e
dcido aminobutirico (Abu) (Figura 7) (DELATORRE et al., 2007). A ligacdo das lectinas a essas
moléculas se dé através de uma regido estrutural hidrofébica, altamente conservada em muitas
lectinas de leguminosas e que, devido a esse alto grau de conservagdo, pode estar envolvida em
algum papel biol6gico importante (DELATORRE et al., 2007).

A despeito de suas similaridades ao nivel monomérico primadrio, secundario, tercidrio e
quaterndrio, lectinas de leguminosas exibem considerdvel variacdo em sua estrutura quaterndria:
pequenas diferencas na sequéncia de aminodcidos na interface mondmero-mondmero e a
presenca ou auséncia da glicosilacdo afetam os modos de associagdo dos mondmeros
(SRINIVAS et al., 2001). Em geral, lectinas de leguminosas sdo essencialmente dimeros de
dimeros, e diferentes modos de associa¢do sdo a consequéncia de uma combinagdo diversa de
interfaces diméricas vistas nessas estruturas quaternarias. (MORENO et al, 2006;

DELATORRE et al., 2007).
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Figura 7. Estrutura cristalina da lectina de Canavalia gladiata (CGL) complexada com o-metil-manosideo (em
azul). Acido aminobutirico (Abu, em amarelo) pode ser visto em cada dimero candnico entre 0s mondmeros na
cavidade hidrofébica (DELATORRE et al., 2007).

Adicionalmente, o modo de tetramerizacdo de lectinas de leguminosas estd
intimamente relacionado a sua afinidade por oligossacarideos complexos. Diferencas nas
propriedades de ligacao-cruzada de algumas lectinas em processos de reconhecimento celular ou
transdugdo de sinais sdo refletidos em propriedades bioldgicas (DAM et al., 2005). Entdo, um
detalhado entendimento dos mecanismos de interagdes biolégicas entre lectinas e carboidratos
complexos € a chave para o estabelecimento de bases quimicas de importantes fungdes de
reconhecimento 16gico desempenhado por lectinas de plantas (MORENO et al., 2008).

Algumas lectinas de leguminosas, como as lectinas extraidas de espécies da subtribo
Diocleinae, exibem uma oligomerizacao dependente de pH, onde a proporcao entre proteinas no
estado dimérico e no estado tetramérico pode ser alterada de acordo com pH do meio
(CALVETE et al., 1999; NAGANO et al., 2008). A alteragao desse equilibrio dimero/tetramero
dependente de pH pode influenciar diretamente nas atividades bioldgicas dessas lectinas, pelo
fato dessas proteinas serem capazes de se ligar aos receptores glicoconjugados da superficie das
membranas com uma maior afinidade quando na forma tetramérica (DELATORRE et al., 2006).

Muitas lectinas de leguminosas sdo expressas nas formas glicosiladas e ndo
glicosiladas. E o caso da lectina de Vatairea macrocarpa que apresenta cadeias ativas com um

unico ponto ou dois pontos de glicosilagdo, além de fragmentos, também ativos com fracdes
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glicosilados e nado glicosiladas (CALVETE et al., 1998). Algumas variagdes também sdo
encontradas nas lectinas de sementes de Phaseolus vulgaris, Griffonia simplicifolia e Vicia
villosa (VAN DAMME et al., 1998). Alguns pesquisadores citam que a glicosilacdo pode ser
uma estratégia celular para que novas estruturas tridimensionais surjam devido a impedimento
espacial causado pela presenca do glicano (SHAANAN et al., 1991). Outros relatam que a
glicosilagdo em lectinas pode estar envolvida em outras fungdes celulares, como o

enovelamento diferenciado (TURTON et al., 2004).

3.4.3. Especificidade de Lectinas de Leguminosas

As lectinas de leguminosas possuem capacidade de interagir com acucares simples e
complexos (DAM & BREWER, 2002). Essa interacdo depende, exclusivamente, de um sitio de
ligac@o primdrio a carboidratos presente na superficie molecular das mesmas. Esse sitio interage
diretamente com um unico acgucar simples, dai sua denominagdo. Diversos grupos de lectinas
foram descritos quanto a especificidade por monossacarideos. Dentro das lectinas de
leguminosas, os principais grupos de especificidades encontrados, de acordo com RUDIGER
(1997), sao: manose, glicose e seus a-glicosideos; galactose e N-acetilgalactosamina; N-
acetilglucosamina; o —L-fucose; e oligossacarideos complexos.

Entretanto, a maioria das lectinas, que compartilham entre si a caracteristica de
reconhecerem primariamente o mesmo tipo de monossacarideo, diferem entre si em relacio a
afinidade por oligossacarideos. Em outras palavras, isso quer dizer que a interacdo com
monossacarideos € bem menos complexa do que por oligossacarideos. Portanto, lectinas de
plantas leguminosas, embora pertencam a uma mesma familia de proteinas, apresentam notavel
divergéncia de estrutura quaterndria e de especificidade por carboidratos. A elucidacdo do
mecanismo pelo qual essas lectinas possuem uma ampla gama de especificidades de ligacao
enquanto mantém uma estrutura monomeérica e tridimensional muito similar € a chave para o
entendimento da esséncia das interacdes carboidrato-proteina (KANEDA et al., 2002; BRINDA
et al., 2005). Desta forma, a busca e a caracterizacdo de lectinas inéditas possibilitam a

descoberta de novas propriedades funcionais e aplicagdes.
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3.4.4. Propriedades quimicas e bioldgicas de lectinas de leguminosas

De acordo com ELGAVISH & SHAANA (1998), carboidratos interagem com
lectinas através de ligagdes de hidrogénio, coordenagdo por moléculas de dgua, Forcas de Van
Der Waals e interacdes hidrofébicas. O grande nimero de hidroxilas presentes nos agicares em
geral os permite interagir através de formagdes de ligagdes de hidrogénio (hidroxilas
funcionando como doadores ou receptores de hidrogénio).

A capacidade de interacdo com carboidrato em uma lectina € atribuida a uma porcao
limitada da molécula, denominada dominio globular de reconhecimento de carboidrato (CRD),
geralmente com menos de 200 aminodcidos. Os CRDs de muitas lectinas conhecidas se
relacionam quanto a sequéncia primdria (WEIS & DRICKAMER, 1996).

Demonstrou-se ja que lectinas de especificidades semelhantes por carboidratos
podem, em alguns casos, apresentar afinidade pelo ligante especifico de maneira diferenciada,
como se alguma pequena diferenca estrutural entre as lectinas pudesse ocasionar diferencas de
afinidade em cada complexo estabelecido entre lectina-ligante, e isto se referir na poténcia das
atividades biolégicas desempenhadas por estas proteinas (CAVADA et al., 2001).

A conservagdo estrutural das lectinas de leguminosas mostra que realmente essas
proteinas estdo evolutivamente relacionadas, podendo ser relatadas como proteinas homdlogas
que surgiram a partir de um unico ancestral comum. Contudo, a principal distingdo entre as
lectinas pertencentes a classe das leguminosas estd relacionado a afinidade fina por actcares.
Inicialmente acreditava-se que essas proteinas tinham afinidades apenas por monossacarideo e
que este, por sua vez, era o principal mediador de toda a interacdo lectina-agticar. Todavia, novos
experimentos apontaram que conforme houvessem mudangas nas cadeias subsequentes dos
glicanos, diferentes valores para K, eram observados nos complexos lectina-agucares. Isso indica
que apesar de diferentes lectinas se ligarem especificamente a um tnico tipo de aguicar, ndo quer
dizer que uma cadeia mais complexa composta de diversos agicares nao possa também interagir
em sitios estendidos, adjacentes ao sitio primério. Isso foi interessante no sentido de se entender
que algumas lectinas possuem especificidades diferentes em relacdo a diferentes glicanos e isso
pode ser obviamente extrapolado para se entender o porqué que uma uUnica lectina pode
apresentar diferencas em suas atividades biologicas quando utilizadas em diferentes meios

celulares (DAM & BREWER, 2002).
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As possibilidades do uso de lectinas vegetais como ferramentas biotecnoldgicas sao

consideradas devido ao grande nimero de trabalhos cientificos exibindo atividades bioldgicas

relevantes para essas moléculas (KITADA et al., 2010; KIMBLE et al., 2010). A propriedade

que muitas lectinas possuem de aglutinar células talvez seja seu aspecto imunoldgico mais

importante. Devido a multivaléncia de reconhecimento de carboidratos, muitas lectinas fazem

ligacGes cruzadas entre células e seus receptores (DUBOIS et al., 1998). Exemplos importantes

advindos dessa propriedade, dentre outras, vém sendo descritas para lectinas extraidas de

espécies de leguminosas (Tabela 1).

Tabela 1. Exemplos de atividades biolégicas descritas para lectinas extraidas a partir de espécies de leguminosas

Lectina

Atividade Bioldgica

Referéncia

Dgui (Dioclea guianensis)

Atividade antifingica

ARAUJO-FILHO, et al.,
2010

ConBr (Canavalia

brasiliensis), CFL (Cratylia

floribunda), Dgui, DGL (D.
grandiflora), Dvir (Dioclea

virgata)

Efeito téxico sobre moluscos

SANTOS et al., 2010

CGL (Canavalia gladiata)

Atividade antiinflamatoria e

analgésica

NUNES et al., 2009

ConBol (Canavalia

boliviana)

Atividade antinociceptiva

FIGUEIREDO et al., 2009

ConBr, CGL, ConM

(Canavalia maritima)

Efeito vasodilatador

ASSREUY et al., 2009

ConM

Relaxagdo da aorta e liberacdo de

6xido nitrico

GADELHA et al., 2005

ConBr, DGL, DVL (D.

Violacea)

Ativagao de linfécitos

BARBOSA et al., 2001

ConBr

Atividade antidepressiva

BARAUNA et al., 2006

ConA, ConBr, CFL, DVL,
DGL

Interferéncias no processo de

formacao de biofilmes bacterianos

TEIXEIRA et al, 2006
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4. Lectinas de Dalbergiae

A subtribo Dalbergiae, pertencente a subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosae,

compreende 48 géneros e cerca de 1200 espécies. Até o presente momento foram relatadas a

presenca de lectinas com especificidades distintas em 11 espécies dessa subtribo (Tabela 2).

Tabela 2. Especificidade por agtcares das lectinas da subtribo Dalbergieae

Lectina Especificidade Referéncia
Andira fraxinifolia Man RANGEL et al., 2009
Andira retusa Man NASCIMENTO et al., 2002
Lonchocarpus araripensis GlcNAc PIRES et al., 2008
Lonchocarpus carpassa Gal/GalNAc/Glc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus GIcNAc ALENCAR et al., 1999
Machaerium acutifolium GlcNAc /Gle BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum Man/ GlcNAc PEREIRA-JUNIOR, 2008
Platypodium elegans Man/Glc BENEVIDES et al., 2008
Prerocarpus angolensis Man/Glc LORIS et al., 2003
Pterocarpus rotundifolius Man/Glc MARONDEDZE et al., 2004
Vatairea macrocarpa Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

A lectina extraida de Vatairea macrocarpa é uma proteina ligante a galactose/N-Acetil-

galactosamina, formada por 4 subunidades de 26 kDa, que formam um tetrdmero em solucao
independente de pH (RAMOS et al., 2000). Seus efeitos bioldgicos descritos incluem indugao da
infiltracdo de leucdcitos em edema de pata (ALENCAR et al., 2004), liberacdo de mediadores
quimiotéticos por macréfagos (ALENCAR et al., 2007), aumento da resisténcia vascular renal,
taxa de filtracdo glomerular e fluxo urindrio (MARTINS et al., 2005), migracdo de neutréficos
in vivo por mecanismo indireto (ALENCAR et al., 2003) e apresenta especificidade para
residuos de antigeno do tipo Tn (DAM et al., 2007).

Algumas atividades bioldgicas também foram evidenciadas em uma lectina extraida de

sementes de Lonchocarpus sericeus, como alta atividade antiinflamatéria em modelo de edema
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de pata (ALENCAR et al., 1999), efeito antiinflamatério e antibacteriano em um modelo de
peritonite infecciosa (ALENCAR et al., 2005), diminuicdo da migracdo leucocitdria e
hipernocicep¢do mecanica pela inibi¢do da producdo de citocinas e quimiocinas (NAPIMOGA et
al., 2007).

Segundo Pires et al. 2008, a lectina de Lonchocarpus araripensis (Lal) possui agao
antiinflamatdria sobre o edema de pata induzido por carragenina, mas € desprovida de ac¢do pro-
inflamatdria quando injetada localmente.

A lectina glicose/manose especifica de Platypodium elegans (PEL) apresentou atividade
termiticida contra operdrios e soldados de Nasutitermis corniger, além de potencial fungicida
contra os fungos Fusarium solani, F. oxysporium e F. lateritium (BENEVIDES et al., 2008).
Essas duas atividades reforcam a participacdo de lectinas na defesa vegetal, atuando como
fitopatégenos.

Dentre as lectinas da subtribo Dalbergiae, a lectina Man/Glc especifica de Pterocarpus
angolensis, denominada PAL, € a tinica que apresenta sua estrutura tridimensional determinada
(LORIS et al., 2003). A sua estrutura contém uma volta classica de especificidade a manose, mas
sua volta de ligacdo a metal se assemelha ao de lectinas com especificidade nao-relacionada,
como Ulex europeus e Maackia amurensis. As interacdes com manose no sitio de ligacdo
primdrio sdo conservadas, mas detalhes da extensdo desse sitio de ligacao a carboidratos difere
de outros vistos em complexos a carboidratos equivalentes em ConA (Figura 8). Essas
observagdes explicam as diferencas em seu respectivo perfil de especificidade fina a
oligomanoses. (LORIS et al., 2004). As estruturas cristalinas de PAL em complexo com uma
série de oligomanoses e N-glicanos foram resolvidas (LORIS er al., 2003, BUTS et al., 2006,
GARCIA-PINO et al., 2007). Os oligomanoses se ligam de maneira preferencial pela sequéncia
tetrassacaridica de manose no braco 1-6. Experimentos de ITC mostraram afinidades de 150 uM
pelo oligomanose M5, 16 uM pelo complexo biantenado GN2M3 e 12 uM pela glicoproteina
aglutinadora de soja.

Outros estudos realizados investigaram a interagdo entre o sitio de ligagdo de metal,
atividade de reconhecimento e ligagdo a carboidratos, estabilidade e estrutura da lectina de P.
angolensis. Estes resultados juntos com dados termodinamicos contribuem para o melhor
entendimento das interagdes lectina-carboidrato (GARCIA-PINO et al., 2006; GARCIA-PINO et
al.,2007; BUTS et al., 2006).
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Estudos estruturais de lectinas da subtribo Dalbergiae ainda sdo carentes, o que torna
limitante a tentativa de se descrever certos mecanismos de a¢do baseado na afinidade diferencial
frente a ligantes especificos. Além disso, a presenca de isoformas e glicoformas impedem o
estudo individual de cada espécie, tanto do ponto de vista estrutural como da caracterizacao

bioldgica.

Figura 8. Reconhecimento de Man(a1-3)Man e Man(al-6)Man por Pterocarpus angolensis lectin (PAL). A. Visdo
estéreo do sitio de ligacdo a carboidrato em complexo com Man(al-3)Man. O dissacarideo é mostrado em azul e as
voltas de PAL estdo nas cores laranja e amarelo. A volta equivalente e as cadeias laterais do complexo ConA-
Man(al-3)Man estdo mostrados em cinza claro. O dissacarideo ligado a ConA é mostrado em preto. B. Visdo
estéreo similar do complexo PAL-Man(a1-6)Man superposto sobre o complexo ConA-Man(al-6)Man (Adaptado de
Loris et al., 2004).

5. Lectina de sementes de Platypodium elegans

O género Platypodium, da tribo Dalbergieae, compreende duas espécies de darvores
leguminosas. Platypodium elegans Vog. (Figura 9) é uma espécie nativa de ocorréncia natural

no Cerrado do Brasil e em dreas de transi¢ao entre cerrado e floresta estacional,
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Figura 9. Platypodium elegans. A. Representacdo Esquemdtica de folhas e frutos B. Representagdo

esquemadtica da exsicata. C. Detalhes do fruto imaturo e maduro. D. Copa. Floragdo amarela, folhas compostas
paripinadas. E. Tronco. F. Fruto imaturo.
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encontrada em terrenos bem drenados (LORENZI, 1998). Sua madeira, moderadamente pesada,
dura, porém de tecido frouxo, durdvel e resistente quando em ambientes internos, € empregada
na carpintaria, marcenaria, obras internas, cabos de ferramentas, etc.; além disso, esta espécie
apresenta potencial ornamental, sendo utilizada na arborizacdo de ruas e avenidas; e, como
planta pioneira e rdstica, ndo pode faltar nos plantios mistos destinados a recomposi¢do de areas
degradadas de preservacdo permanente (SCHORR et al., 2004). Nao hd nenhuma aplicacao
medicamentosa tradicional reportada. Essa espécie ja foi reportada como nodulada por
HALLIDAY & NAKAO (1982).
Filogenia:

Familia Leguminosae (Fabaceae)

Subfamilia Papilionoideae

Tribo Dalbergieae DC.
Género Platypodium Vogel
Platypodium elegans Vogel

De acordo com BENEVIDES (2008), sementes de Platypodium elegans possuem pelo
menos uma lectina especifica por manose/glicose e seus derivados (dados sobre inibicdo da
atividade hemaglutinante ja definiram certa especificidade por glicose, manose, GlcNac e Metil-
a-D-Glucopiranisideo). Alguns dados deste trabalho descrevem o promissor potencial fungicida
e termiticida da fracdo lectinica pré-purificada em DEAE-Sephacel. A presenca de isoformas e a

dificuldade em separd-las t€ém limitado o estudo dessa lectina.

6. Clonagem, expressao heterdloga e purificacio de lectinas de leguminosas

A dificuldade de separagdo de diferentes isoformas de lectinas por técnicas convencionais
tem levado a definicdo de propriedades funcionais e atividades bioldgicas para uma mistura de
proteinas (ECK et al., 1999; RAEMAEKERS et al., 1999), impedindo um estudo detalhado das
propriedades de muitas lectinas. A expressdo de lectinas de plantas em bactéria demonstra ser
um meio de selecdo satisfatério para o estudo isolado de cada isoforma (LUO et al., 2005). A
expressao de lectinas vegetais em sistemas heter6logos oferece um meio de se produzir proteinas
de sequéncias definidas de aminodcidos, e permite que se trace uma relacdo especifica entre

sequéncia e fun¢do através de mutacoes sitio dirigidas (RAEMAEKERS et al., 1999). Além

117



disso, essa estratégia visa solucionar problemas em fun¢do da dificuldade de se obter essas
proteinas diretamente da planta, uma vez que este processo inclui etapas laboriosas e onerosas de
extragdo e purificacdo e pode ndo garantir alto rendimento da proteina. Nesse contexto, a
clonagem dos genes que codificam para essas proteinas pode ser considerada uma etapa crucial
para a obtenc¢do e produgdo destas proteinas em larga escala (LUO et al., 2005).

Escherichia coli é o organismo mais utilizado para a produg¢do de proteinas
recombinantes em fun¢do de seu rdpido crescimento, que alcanca altas densidades celulares em
substratos de baixo custo, por sua genética e protedmica bem caracterizadas e pela
disponibilidade de numerosos vetores de clonagem (LUTOMSKI et al., 2004). No caso de
lectinas recombinantes, E. coli também € o sistema heter6logo mais utilizado (BRANCO et al.,
2004; WANG et al., 2004). Além da expressdao em E. coli, muitas lectinas de planta tém sido
produzidas com sucesso em leveduras, como as lectinas de leguminosas PHA (Phaseolus
vulgaris agglutinin) e GNA (Galanthus nivalis agglutinin) (RAEMAEKERS et al., 1999) e a
lectina da leguminosa Canavalia brasiliensis (ConBr) em Pichia pastoris (BEZERRA et al.,
2006).

Diversos experimentos envolvendo a clonagem e expressao heter6loga de lectinas de
leguminosas, algumas das quais sob a forma de precursores, tém possibilitado a realizacdao de
andlises sobre a estrutura e funcdo dessas moléculas. A expressdo do precursor da lectina de
Canavalia ensiformis (ConA) em E. coli forneceu diversos relatos a respeito da
funcionalidade e das modificagdes sofridas pelas lectinas da subtribo Diocleinae durante seu
processo de maturacio (YAMAUCHI & MINAMIKAWA, 1990; MIN & JONES,1992; MIN
et al., 1992; MIN & JONES, 1994; DINCTURK et al., 2001). Outro exemplo € a modificacdo
da especificidade por agucar da lectina de Erythrina corallodrendon: um mutante da lectina de
Erythrina corallodendron foi engenhado com o objetivo de aumentar a afinidade por N-
Acetilgalactosamina. Um residuo de tirosina préximo ao sitio de ligagdo da lectina foi mutado
para glicina para facilitar intera¢cdes mais fortes entre o grupo acetamido do agucar e a lectina,
prevenindo a cadeia lateral da tirosina na lectina selvagem. Como resultado, a lectina mutante
apresentou uma maior afinidade para N-Acetilgalactosamina comparada com a galactose, em
contraste com a afinidade quase igual para os dois aclicares com a lectina tipo selvagem

(THAMOTHARAN, 2011).

118



Nas udltimas duas décadas, o rapido desenvolvimento das técnicas em engenharia genética
(tecnologia do DNA recombinante) tem alavancado as pesquisas envolvendo lectinas vegetais
por possibilitar o acesso a sequéncias completas de cDNA de varias dessas proteinas. Diversas
delas tém sido expressas em sistemas heter6logos além de bactérias (Escherichia coli), como
leveduras (Pichia pastoris e Saccharomyces cerevisiae), plantas (Nicotiana tabacum), ou mesmo
células de mamiferos (células de rins de macaco). A clonagem e expressao recombinante de
lectinas vegetais servem as seguintes propostas: determinacdo de suas estruturas primadrias;
andlise de sua genética, filogenética e biosintese; avaliacdo do papel de diferentes residuos de
aminoécidos no reconhecimento de carboidratos e na associagdo de monomeros; producdo de
lectinas com novas especificidades e; para estudo das fungdes das lectinas nos organismos
vegetais.

A clonagem desses e de vdrios outros genes tem sido facilitada pela disponibilidade de
kits comerciais para essa proposta. Nos ultimos anos, diversas lectinas de leguminosas tém sido

clonadas e expressas em sistemas heter6logos (Tabela 3) (STREICHER & SHARON, 2003).

Tabela 3. Lectinas de Leguminosas clonadas e expressas em E. coli

Espécie Simbolo Especificidade Rendimento Referéncia
SHARMA & SUROLIA,
Arachis hypogea PNA GalNAc/Gal 12 pg/L
1994
Artocarpus incisa Frutalina Gal 16 mg/L OLIVEIRA et al. 2009
Bauhinia purpurea BPA Gal ND* KUSUI et al., 1991
Canavalia
Prepro ConBr | Man/Glc 30 mg/L NOGUEIRA et al., 2002
brasiliensis
YAMAUCHI &
C. ensiformis Prepro ConA | Man/Glc 1 mg/L
MINAMIKAWA, 1990
NAKAMURA et al.,
Castanea crenata CCA Man/Glc 4,2 mg/L.
2002
Cratylia mollis CRAMOLL 1 | Man/Glc 6 mg/L VAREJAO et al., 2010
HARAGUCHI et al.,
Cycas revoluta CRLL Man 18 mg/L
2006
Dolichus biflorus DBL GalNAc 20 mg/L CHAO et al., 1994
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STANCOMBE et al.,
Erytrhina crystagalli | ECL GalNAc/Gal 294 mg/L 2003
E. corallodendron EcorL GalNAc/Gal 4,7 mg/L. ARANGO et al., 1992
Glycine max SBA GalNAc/Gal 100 pg/L ADAR et al., 1997
Griffonia
GS-1I Man/Glc ND ZHU et al.,1996
simplicifolia
Neu5Ac2-3Gall-
Maackia amurensis MAH 3 (Neu5Ac2-6) ND YIM et al., 2001
GalNAc
Gal 1-4 GIcNAc
HOFFMAN &
Phaseolus vulgaris PHA-L 1-6(Gal1-4 0,4-1 mg/LL
DONALDSON, 1987
GIcNAc1-2)
JORDAN &
P. lunatus LBL GalNAc/Gal 5 mg/L
GOLDSTEIN, 1994
STRUBBS et al.,1986;
2-5 mg/L
Pisum sativum PSL Man/Glc PRASTHOFER et al.,
20 mg/L
1989
Robinia
RBL GalNAc/Gal 10 mg/L NISHIGUSHI et al., 1997
pseudoacacia

Em geral, as lectinas recombinantes apresentam especificidades e afinidades muito
similares as nativas, entretanto, podem diferir de forma mais significativa a nivel estrutural. Isso
ocorre principalmente porque originalmente algumas lectinas vegetais sdo submetidas a
processamentos pés-traducionais que muitas vezes nao sao usuais. Por exemplo, as lectinas de
Pisum sativum e Vicia faba sao clivadas em duas cadeias, enquanto que a ConA (assim como
outras lectinas de Diocleinae) sofre um processo de permutacdo que a torna circularmente
homodloga a outras lectinas de leguminosas, como descrito anteriormente. Além disso, lectinas
nativas glicosiladas, uma vez expressas em bactérias, apresentam-se desprovidas de seus
oligossacarideos (j4 que as mesmas apresentam-se incapazes de realizar a maioria dos
processamentos pos-traducionais), € mesmo quando expressas em sistemas eucaridticos podem
apresentar glicosilacdes diferenciadas das originais (ETZLER, 2000; PUSTZAI, 1991;
RUDIGER,1997).
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6.1. Clonagem

O procedimento de clonagem de lectinas vegetais, assim como de outras proteinas, inicia-
se com o isolamento do RNA total ou RNA poli-A do tecido em andlise. No caso de lectinas de
sementes, uma fonte interessante de material sdo as sementes em desenvolvimento, onde o nivel
de lectina aumenta rapidamente, assim como o do seu mRNA. A partir desses mRNAs pode ser
construida entdo uma biblioteca de cDNA (DNA complementar) com o auxilio da enzima
transcriptase reversa, € por meio da reagdo em cadeia da polimerase, utilizando iniciadores ou
primers especificos, a biblioteca € ligada a vetores bacterianos ou plasmideos. A deteccdo de
clones de interesse € geralmente feita através da utilizacdo de sondas de DNA especificas para
hibridizag¢do. O passo crucial no procedimento de clonagem € a busca por clones positivos. Para
o desenho de sondas de DNA € necessario ter conhecimento completo ou parcial sobre a
sequéncia de aminodcidos da lectina de interesse; entretanto, como o cdédigo genético €
redundante, a utilizacdo de primers degenerados tem auxiliado nessa proposta. Caso ndo exista
informacdo a respeito da sequéncia de aminodcidos, a utilizacdo de sondas para lectinas
relacionadas torna-se uma alternativa vidvel (STREICHER & SHARON, 2003; SAMBROOK,
1989).

6.2. Expressao e Purificacao

O primeiro sistema utilizado para a expressdo recombinante de proteinas foi o modelo
procaridtico Escherichia coli. Esse organismo foi inicialmente escolhido em decorréncia do
conhecimento aprofundado sobre o seu metabolismo, além de ja haver sido utilizado
anteriormente de forma bem sucedida para procedimentos de clonagem. Além disso, esse modelo
oferece diversas rotas alternativas para a expressio de proteinas (MERGULHAO et al., 2005;
CHOI & LEE, 2005), algumas das quais ja foram utilizadas na produc¢do recombinante de
lectinas (Tabela 2).

Para a expressdo de proteinas recombinantes, € necessario inicialmente subclonar o
cDNA de interesse em um plasmideo especifico para a expressdo, o qual estard sob o controle de
um forte promotor induzivel. Um dos sistemas de expressdo mais populares é o pET, que

engloba um familia de plasmideos detentores do promotor T7. Esse promotor normalmente nao é

reconhecido pela RNA polimerase da E.coli, sendo necessdria para a expressdo do gene sob o

121



seu controle a presenga de uma RNA polimerase adequada. Uma vez subclonado, o plasmideo é
transferido para uma cepa apropriada de E.coli (geralmente BL21), desenvolvida para a
expressdo recombinante, a qual contém uma cépia cromossomica do gene para a T7 RNA
polimerase sob o controle do promotor lac. Dessa, forma, a produ¢do da T7 RNA polimerase
pode ser promovida pelo acréscimo do indutor isopropil-B-tiogalactosidase (IPTG), promovendo
altos niveis de expressdo da lectina recombinante (SORENSEN & MORTENSEN, 2005a).

Um problema comum durante a expressdo recombinante de proteinas é a formagdo dos
chamados “corpos de inclusdo”. Esses corpos consistem em agregados insoliiveis que se formam
no citoplasma bacteriano quando é detectada a presenca de altos niveis de proteinas
potenciavelmente téxicas, exdgenas ou inativas. Isso acaba por diminuir substancialmente a
quantidade solivel de proteina recombinante. Entretanto, esses agregados podem ser
solubilizados (apds a extracdo protéica) por meio de agentes desnaturantes (tampdes contendo
uréia 8 M ou cloridrato de guanidina 6 M), porém, é necessdrio submeter posteriormente a
lectina a um processo de refolding (renaturacdo). Tal processo € realizado mediante a remocao
progressiva do agente desnaturante por ultracentrifugacao, diluicdo lenta ou sucessivas didlises.
Frequentemente mais de 90% das lectinas formam corpos de inclusdo, o que pode ser utilizado
como uma forma préatica de purificagdo, uma vez que a maior parte desses agregados é
constituida por um unico tipo de proteina (SORENSEN & MORTENSEN 2005b). Isso ajuda a
isolar e purificar agregados protéicos antes de solubiliza-los e renatura-los.

O passo final no processo de purificagdo consiste geralmente em cromatografias de
afinidade seguidas por didlise ou cromatografias de exclusdo molecular. Uma das estratégias
alternativas para facilitar esse processo consiste na expressao de proteinas de fusao. Para isso, o
gene para lectina € ligado ao gene de outro peptideo ou proteina (ja presente no plasmideo de
expressdo) que apresente propriedades de interesse. Dentre esses parceiros, podemos citar a
tioredoxina, capaz de conferir uma maior solubilidade a proteina que se deseja expressar; ou a
cauda de histidina (seis residuos de histidina fusionados a um dos terminais da lectina). Essa
cauda de histidina € capaz de formar interagdes reversiveis com metais de transi¢do imobilizados
(Co** ou Ni*"), possibilitando a purificacio da proteina de interesse em um Unico passo

cromatografico (SORENSEN & MORTENSEN, 2005a).
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7. Estudos Estruturais e Termodinimicos de Interacoes Lectina-Carboidrato

Tornar-se pequeno o suficiente, até a escala atbmica, e ver com seus proprios olhos uma
interagdo molecular em tempo real € o sonho de todo bioquimico, embora infelizmente ndo seja
ainda possivel. Uma combinacdo de técnicas experimentais, no entanto, pode chegar perto.
Destas, a cristalografia de proteinas por difracdo em raios X € atualmente a alternativa mais
eficiente na investigacdo estrutural de moléculas bioldgicas, pois resulta em uma imagem
tridimensional da macromolécula. Se o conhecimento estrutural permite entender as topologias
de superficie, as forcas de interacdo e os impedimentos estéricos, por outro lado traz um aspecto
"estatico" de uma interacdo, que nem sempre retrata fielmente o mecanismo da reacdo. Ela
oferece apenas uma visdo relativamente fixa do fendomeno, ja que se trata de uma “fotografia
instantdnea" da interacdo, e que a proteina na forma cristalina pode estar longe das suas
condi¢des bioldgicas naturais. Assim a combinacdo com outras técnicas, tais como
microcalorimetria, que permite o acesso a grandezas termodinamicas em curso na interacao,
fornecem informacdes complementares necessarias para entender o mecanismo de reacdo. Outras
técnicas, como testes de concorréncia entre ligantes, nos falam também sobre a especificidade da
proteina. E, portanto, a complementaridade de métodos que permitem elucidar o papel e a funcio
de uma proteina e visualizar, por exemplo, o desenho de moléculas terap€uticas.

Um completo entendimento a nivel molecular do mecanismo de associacdo proteina-
carboidrato requer a elucidagdo tanto de aspectos estruturais como energéticos do processo. Uma
grande quantidade de dados estruturais estd disponivel, mas a ligacdo entre propriedades
estruturais e energéticas permanece ainda obscura para permitir uma descricdo energética da
interagdo a partir da informagdo estrutural (TOONE et al., 1994). A acessibilidade de
microcalorimetros de alta resolucdo t€ém provido um método direto de avaliagdo de dados de
acurdcia termodindmica que podem complementar a informagao estrutural (AMBROSI et al.,
2005).

Lectinas em geral sdo faceis de purificar por cromatografia de afinidade e um largo
nimero dessas proteinas t€m sido caracterizadas por cristalografia. Base de dados de lectinas em

3-D, disponiveis na internet em http://www.cermav.cnrs.fr/lectines/, contém mais de 500

estruturas tridimensionais, muitas dessas em complexo com carboidratos ligantes. Lectinas

apresentam uma larga variedade de estruturas, variando em fold do mondmero, estado de
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oligomerizagdo ou arquitetura do sitio de liga¢do. Lectinas de plantas e animais tém sido bem
caracterizadas nas ultimas décadas (LIS & SHARON, 1998; LORIS, 2002), tanto como lectinas
de bactérias e de fungos IMBERTY et al., 2005).

Interacdes lectina-carboidrato sdo geralmente caracterizadas por uma baixa afinidade a
seus ligantes monovalentes, um inconveniente balanceado pela multivaléncia que provém de sua
alta afinidade por substratos com diversidade potencial de ligantes, como em glicanos complexos
ou superficies celulares. Em geral, uma afinidade milimolar € observada para lectinas que se
ligam a monossacarideos; quando oligossacarideos mais longos agem como ligantes,
correspondendo a um envolvimento de um sitio de ligacdo extendido sobre a superficie da
lectina, a afinidade aumenta para um nivel micromolar.

Nesse contexto, microcalorimetria por titulacdo t€m sido usada para caracterizagdo das
associagdes termodinamicas de proteinas-carboidratos (AMBROSI et al., 2005; DAM &
BREWER, 2002). Em geral, essas associacdes sao tipificadas por um termo entalpico favoravel,
devido ao alto ndmero de ligacdes de hidrogénio e contatos de Van der Walls entre faces
hidrofébicas do acticar e aminodcidos arométicos, que € contrabalanceada por uma contribui¢cdo
entropica desfavordvel, que tem sido atribuida tanto ao rearranjo de moléculas de solvente, como
pela perda de flexibilidade conformacional / mobilidade do ligante (DAM & BREWER, 2002).

As medicoes de titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC) tornaram-se um método
importante e amplamente utilizada para investigar a termodindmica de interacdes carboidrato-
lectina. Assim, nenhum outro método oferece a facilidade de determinar diretamente parametros
termodindmicos de ligacdo sem modificar os carboidratos ou proteinas de interesse. Como
exemplo, a interacdo entre a lectina de leguminosa de Erythrina corallodendron e lactose tem
sido caracterizado tanto por microcalorimetria (SUROLIA et al., 1996) como por cristalografia
de raios X (SHAANAN et al., 1991). A rede de ligacdo de hidrogénio tipica para o sitio de
ligacdo a carboidrato de uma lectina de leguminosa é observada em conjunto com um interacao
hidrofébica com uma fenilalanina. Neste caso, a baixa afinidade (K, = 9,7 10° M'l, Ks=1. 107
M) corresponde ao termo entdlpico favoravel (AH = -47,1 kJ / mol) compensando um termo
entropico desfavordvel (TAS =-24,4 kJ / mol).

Em um outro trabalho, sete lectinas de leguminosas foram utilizadas para um estudo
termodindmico detalhado. As lectinas foram isoladas das espécies Canavalia brasiliensis, C.

bonariensis, Cratylia floribunda, Dioclea rostrata, D. virgata, D. violacea e D. guianensis.
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Apesar de suas proximidades filogenéticas e sequéncias conservadas, as lectinas acima exibem
diferentes atividades bioldgicas. Estudos de hemaglutinagdo e termodindmicos revelou
semelhancas e diferencas importantes nas propriedades de carboidratos de ligacdo desses
lectinas. Especificidades diferenciais a carboidratos foram encontradas sendo correlacionadas
com a atividade biol6gica dessas lectinas. (DAN & BREWER, 2002)

Gomes et al. (1994) investigaram a correlagdo significativa entre as propriedades de
liberagdo de histamina dessas lectinas e suas constantes de afinidade para um carboidrato
complexo biantendrio, mostrando que os valores de K, dessas lectinas para o mesmo e a
quantidade de histamina liberada pelas lectinas a 10 pg/mL estdo correlacionados. A forte
indugdo de histamina pelas lectinas ConA, C. brasiliensis, D. guianensis e D. virgata exibem
afinidades relativamente alta (K,) para esse composto. Por outro lado, as lectinas restantes
relativamente inativas possuem afinidades mais baixas para esse carboidrato complexo. Parece,
portanto, que a inducdo de histamina liberada por mastdcitos peritoniais de rato por ConA, C.
brasiliensis, D. guianensis e D. virgata envolve ligacdo das lectinas a um carboidrato complexo
biantenario como epitopo presente em superficie da célula.

Uma afinidade muito mais elevada foi observada para as lectinas soliveis de bactérias
que interagem com os agucares presentes em tecidos do hospedeiro. Um estudo recente em
lectinas bacterianas demonstrou seu papel no reconhecimento do hospedeiro, formacdo do
biofilme, adesao ao tecido e viruléncia. Pseudomonoas aeruginosa e Burkholderia cenocepacia
s@o patdgenos oportunistas responsaveis por infec¢des nos pulmoes que sao grandes ameagas em
pacientes com fibrose cistica ou individuos imuno-comprometidos. Ambas as bactérias possuem
diversas lectinas calcio-dependentes que exibem alta afinidade a diversos oligossacarideos que
estdo presentem em tecidos humanos. Usou-se uma combinacdo de abordagens como
microcalorimetria de titulacdo, cristalografia por raios X e modelagem molecular para decifrar as
bases termodinamicas e estruturais para a alta afinidade de ligacdo de lectinas bacterianas a
carboidratos do hospedeiro (CIOCI et al., 2003). As observagdes estruturais e termodinamicas
servem como base para o desenho e sintese de glicomiméticos com afinidade sub-micromolar
para o sitio lectinico MAROTTE et al., 2007a,b).

Ultimamente refor¢a-se que o completo entendimento da interacdo lectina-carboidrato é
essencial para as lectinas que sejam exploradas em aplicacdes biomédicas (JANAKIRAMAN et

al., 1994, MAMMEN et al., 1998, MOLEMA & MEIJER, 1994). O profundo conhecimento de
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ambos os aspectos estrutural e energético do processo € necessario. Certamente, a falha de um
numero de farmacos baseadas em carboidrato pode ser atribuida ao pobre entendimento de seus
supostos mecanismos de acdo. (JANAKIRAMAN ef al., 1994). Quando hid um bom
entendimento, os resultados se mostram impressionantes: a toxina de Shiga, por exemplo,
consiste de uma subunidade A enzimaticamente ativa que consegue entrar em células
susceptiveis apds reconhecimento de oligossacarideos por um homopentiamero a uma baixa
afinidade, contornada pela ligacdo simultinea a vérios receptores oligossacarideos da superficie
celular. Através de estudos cristalogréaficos e de afinidade, foi comprovada a eficiéncia de um
carboidrato oligovalente andlogo ao receptor, que apresentou uma atividade inibitéria
subnanomolar cerca de 10 milhdes de vezes superior a qualquer ligante univalente reportado,
capaz de envolver o homopentdmero de até duas toxinas (KITOV et al., 2000). Em outro estudo,
Fan et al. (2000) desenvolveram um ligante pentavalente para a enterotoxina de E. coli, baseado
em galactose. O ligante foi desenhado combinando o arranjo especial do receptor (tendo uma
simetria em 5) com um suporte sintético rigido no qual galactoses ligantes sdo adicionadas via
espacadores flexiveis de comprimento varidvel. Eles demonstraram que o ligante com
espacadores combinados na geometria do sitio de ligacdo do melhor alvo mostrou alta afinidade,

com um ganho de 1000 x quando comparado a ligantes monovalentes.
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8. Objetivos do Trabalho de Tese

8.1. Objetivo geral

No presente estudo, objetivou-se demonstrar semelhancas e diferencas da lectina
recombinante de Platypodium elegans em relacdo a outros membros desta familia de lectinas.
Descrevemos a clonagem, a produgcdo recombinante, a especificidade, a afinidade frente a
oligossacarideos complexos e a estrutura de PELa (lectina recombinante A de Platypodium

elegans), o produto de um gene presente em sementes desta espécie.

8.2. Objetivos especificos

¢ Iniciar estudos envolvendo a clonagem e caracterizacado molecular do gene da lectina de
sementes de Platypodium elegans;

e Desenvolver técnicas de expressdo e purificagdo da lectina em E. coli, com a obtencao
final da proteina recombinante (PELa) pura;

e Avaliar sua afinidade e especificidade para diferentes oligossacarideos por
microcalorimetria de titulacao isotérmica (ITC) e em experimentos de Glycan Array.

e (ristalizar e determinar a sua estrutura tridimensional, obtendo a primeira estrutura
cristalina de uma lectina recombinante da subtribo Dalbergiae complexada com
oligossacarideos. Isto ird fornecer novas estruturas de uma lectina da familia das
leguminosas, cuja subtribo Dalbergiae s6 apresenta atualmente um representante
estrutural descrito.

e Por fim, determinar as semelhancas e diferencas na especificidade, estrutura e afinidade

entre esta lectina e as demais da mesma familia.

O estudo dessa lectina presente em sementes de P. elegans e sua caracterizacao
bioquimica ird fornecer informacgdes estruturais importantes sobre as interacdes proteina-agucar
necessdria para compreender os mecanismos de acdo, o reconhecimento, especificidade e

afinidade a oligossacarideos complexos em termos moleculares. A longo prazo, esta lectina
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produzida na forma recombinante poderd ser testada na sua capacidade de reconhecer glicanos
envolvidos em eventos bioldgicos interessantes, desde a investigacdo de sua fung¢do no
organismo de origem, como em aplicagdes biotecnoldgicas em dreas como farmacologia,

imunologia, dentre outras.
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Capitulo 2:

Materiais e Métodos

Esse capitulo foi dividido em trés partes experimentais principais: a primeira descreve
métodos relacionados a clonagem e expressdo heter6loga de uma lectina de sementes de
Platypodium elegans, assim como sua purificac@o a partir de corpos de inclusio; a segunda traz
experimentos que descrevem a funcionalidade, a especificidade e a afinidade dessa lectina
recombinante frente a oligossacarideos diversos utilizando-se técnicas como atividade
hemaglutinante, glycan array e microcalorimetria; e a terceira reine a metodologia utilizada para
a determinagdo da estrutura cristalografica da lectina em complexo com oligossacarideos de

interesse.

I. Clonagem e Expressao Heterdloga de uma lectina de sementes de

Platypodium elegans

Sem o conhecimento de inicio da sequéncia primdria da lectina de Platypodium elegans
(PELa), a estratégia adotada para a obtencdo e clonagem do gene correspondente a partir de
sementes foi feita da obtencdo do mRNA extraido de sementes, com a produgao subsequente do
cDNA pelas técnicas 3’e 5° RACE, como descrito a seguir. Em seguida, o gene foi clonado no

vetor de expressdo pET-29a, visando a producio heteréloga da proteina em células de E. coli.

1. Obtencao das Sementes de Platypodium elegans

Sementes de Platypodium elegans foram adquiridas comercialmente da Reserva de

Reflorestamento Flora Tieté, Sao Paulo. O material foi enviado ainda nas vagens, embora ja
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maduras e parcialmente partidas, chegando-se apenas as por¢des que continham a semente. Para

experimentos de extracdo de RNA total, as sementes foram estocadas em freezer a -70 °C.

2. Isolamento do RNA Total de Sementes de P. elegans

Para o isolamento do RNA total a partir de sementes de P. elegans foi utilizado o kit
Plant RNA Reagent (Invitrogen). O procedimento consistiu em adicionar 5 mL de Plant RNA
Reagent a cada 1 g de sementes congeladas e maceradas na presenca de nitrogénio liquido (-173
°C). Em seguida, a mistura foi homogeneizada com uso de vortex, incubada por 5 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada por 2 minutos a 12.000 x g em microcentrifuga. O
sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga livre de RNase e a ele foi adicionado 1
mL de NaCl 5 M. Em seguida, a amostra foi misturada gentilmente por inversdo, e a ela foram
adicionados 3 mL de cloroférmio. Logo ap6s, a amostra foi homogeneizada e centrifugada a 4 °C
por 10 minutos a 12.000 x g para que houvesse a separacdo das fases. A fase aquosa (fase
superior) foi transferida para um tubo de centrifuga livre de RNase e a ela foi adicionado igual
volume de dlcool isopropilico. A amostra foi deixada em repouso por 10 minutos a temperatura
ambiente e, em seguida, centrifugada a 4 °C por 10 minutos a 12.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e ao pellet foi adicionado 10 mL de etanol 75%. Logo apds, a amostra foi
centrifugada a temperatura ambiente por 1 minuto a 12.000 x g e o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado. O pellet foi dissolvido em 100 pL de 4gua estéril contendo DEPC
(dietilpirocarbonato). Em seguida, a quantificacdo, determinacdo da pureza e integridade do
RNA total extraido foram verificadas através de eletroforese em gel de agarose a 1% (pré-corado
com GelRed 10000 x diluido), e espectrofotometria através da leitura dos comprimentos de onda
a 260 nm (1 unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a cerca de 40 pg/mL de RNA) e 280
nm. As leituras a 260 e 280 nm, respectivamente, serviram como parametro na estimativa do
grau de contaminagdo do 4cido nucléico com proteinas. Os valores considerados satisfatérios

foram aqueles entre 1,7 a 2,0. O RNA total extraido foi armazenado a -70 °C.
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3. Obtencao, Clonagem e Caracterizacao do gene da lectina de P. elegans

Sem o conhecimento da sequéncia primdria da lectina de P. elegans, a estratégia adotada
para obtencdo e clonagem do gene da lectina de P. elegans partindo-se de sementes foi feita a
partir da obtencao do mRNA extraido de sementes, com a conseguinte produ¢do de cDNA por
técnicas como 3’RACE e 5’RACE, como descrito a seguir.

A amplificacdo rdpida de extremidades de cDNA (RACE) é um procedimento para o
aumento de sequéncias de dcido nucleico a partir de um molde de RNA mensageiro entre um
sitio interno definido e a extremidade 3 'ou 5' final do mRNA (FROHMAN et al., 1988). Esta
metodologia de amplificacdo com especificidade para uma unica fita tem sido descrita como
PCR "unilateral" (OHARA et al., 1989). Uma PCR (reacdo em cadeia da polimerase) requer dois
primers sequéncia-especificos que flanqueiem a sequéncia a ser amplificada (SAIKI et al., 1985;
1988). No entanto, para amplificar e caracterizar regides de sequéncias desconhecidas, essa
exigéncia impde uma limitagao.

3 RACE aproveita a cauda poli(A) natural encontrado em mRNA como um sitio
iniciador genérico para PCR. Neste procedimento, mRNAs s3o convertidos em cDNAs
utilizando a transcriptase reversa (RT) e um primer adaptador oligo-dT. Um cDNA especifico é
entdo amplificado por PCR usando um primer especifico ao gene que anela a uma regiao de
sequéncia éxon conhecida, e um primer adaptador, que tem como alvo a regido da cauda poli
(A). Isto permite a captura de sequéncias desconhecidas de 3'-mRNA que se situam entre o éxon
e a cauda poli (A).

5" RACE usa um primer antisenso especifico ao gene para a sintese de cDNA especifico
pela transcriptase reversa. Antes da PCR, um passo de adi¢do de uma cauda homopolimérica
pela enzima TdT acrescenta uma sequéncia adaptadora para a extremidade 5’ desconhecida do
cDNA. O cDNA especifico é entdo amplificado por PCR usando um primer especifico ao gene
que anele em uma regido de sequéncia éxon conhecida e um primer adaptador que tem como
alvo o término da extremidade 5 ', com a cauda homopolimérica.

A técnica RACE tem sido utilizada para a amplificacdo e clonagem de mRNAs raros e
pode ser aplicada a bibliotecas de cDNA existentes (BERCHTOLD, 1989). Além disso, os
produtos RACE podem ser diretamente sequenciados sem passos intermedidrios de clonagem

(BROW, 1990; ADAMS & BLAKERLEY, 1991), ou serem usados para preparar sondas
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(FROHMAN & MARTIN, 1989). Produtos gerados por procedimentos 3 'e 5' RACE podem ser
combinados para gerar cDNAs de cadeia completa (FROHMAN & MARTIN, 1989;
FROHMAN, 1990). Por tltimo, os procedimentos RACE podem ser utilizados em conjunto com
o métodos de captura de éxons (BUCKLER et al., 1991) para permitir a amplificacdo e posterior

caracterizacdo de sequéncias de codificacdo desconhecida.

3.1. 3’RACE (System for Rapid Amplification of cDNA Ends)

Em modo geral, foi realizada uma transcricao reversa utilizando-se oligo (dT) contendo
em sua extremidade 5’ um sitio adicional (5’-GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTT
TTTTTTT-3"), cuja finalidade foi de servir de sitio para o anelamento posterior de iniciadores
adaptadores Ancor primer (AP). Dessa maneira, apds a transcri¢do reversa da populacdo de
mRNA, o transcrito especifico do gene foi obtido através de PCR utilizando um iniciador
degenerado para a regido interna do gene (descrito a seguir) e o Ancor primer (AP), de acordo
com as recomendagdes do fabricante do 3° RACE (Invitrogen). Esse procedimento foi realizado
em 3 etapas: sintese do cDNA, desenho de primer para regido interna do gene e amplificacdo do

gene. O produto amplificado foi clonado, sequenciado e caracterizado.

3.1.1. Sintese da primeira fita de cDNA

A reacdo de sintese da primeira fita de cDNA a partir da populacio de mRNA foi
catalisada pela transcriptase reversa SuperScript'” II RT (Invitrogen), uma DNA polimerase
dependente de RNA que utiliza como fita molde RNA, DNA ou RNA hibrido com DNA para
sintetizar uma fita de DNA complementar (cDNA). Essa enzima € uma mutante da Moloney
Murine Leukemia Virus Transcriptase Reversa (M-MLV RT), que foi engenhada para reduzir a
atividade Rnase H, resultando em melhores rendimentos € em uma sintese mais completa
(GERARD et al., 1989; D’ALESSIO et al., 1990; GERARD et al., 1992), podendo ser usada
para a sintese de cDNA a partir de uma preparacdo de RNA total. A enzima possui atividade
exonucledsica 3’-5°, e para a constru¢do da primeira fita de cDNA foi utilizada as seguintes

condig¢des, seguindo recomendagdes do fabricante:

132



REAGENTE QUANTIDADE
RNA Total Sug
Oligo dT 10 uM (Ancor Primer) 1 uL
10x PCR Buffer 2ul
MgCl, 25 mM 2uL
dNTP mix 10 mM 1 uL
DTT 0,1 M 2uL
SS I RT (200 uw/pL) 1 uL
Agua nuclease-free g.s.p. 20uL

O RNA total foi desnaturado a 65 °C por 10 minutos e apds isso se adicionou o primer
Oligo dT (Ancor Primer), incubando-os a 70 °C por 10 minutos. Logo em seguida, todos os
reagentes foram adicionados e a reacdo completa foi incubada a 42 °C por 50 minutos. Apés
iss0, a enzima foi entdo desnaturada a 70 °C por 15 minutos.

Apds a sintese do cDNA, o molde de RNA foi removido da molécula hibrida
cDNA:RNA por digestdo ap6s adi¢do de 2 u de RNAse H a 37 °C por 20 minutos.

3.1.2. Desenho de iniciadores degenerados (primers) para o gene da lectina de P. elegans

Dois primers degenerados para o gene da lectina presente em sementes de P. elegans
foram desenhados visando o minimo de degeneracao (PLATI e PLAT?2), a partir da sequéncia
primdria da lectina de Pterocarpus angolensis (c6digo de acesso: CAD198110). Foram utilizadas
duas sequéncias conservadas distintas correspondentes aos sitios de ligacao a metais de lectinas
de leguminosas (Tabela 4). Para verificar a estrutura de cada primer, porcentagem de conteido
C/G, bem como temperatura de melting (Tm) foi utilizado o simulador gratuito de construgao de
primers disponivel na pagina

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx .
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Tabela 4. Desenho de primers degenerados para o gene de PELa.

Sequéncia de Sequéncia de | Posicao na Temperatura de
Primer Sequéncia do Primer*
Referéncia Aminoacidos | Sequéncia melting (Tm)
Pterocarpus
5’-TNGCNGTNGART
angolensis lectin | (V/L/I)AVEFDT 145 PLATI1 54,5
TYGAYAC-3’
(CAD19811)
Pterocarpus
5’-CAYATHGGNATHGA
angolensis lectin HIGIDVN 166 PLAT?2 52,8

(CADI19811)

YGTNAA-3’

*R, Y e N indicam (A ou G), (Cou T), and (A, C, G ou T), respectivamente.

3.1.3. Amplificacao do produto 3’ RACE da lectina de P. elegans

Para a amplificagdo do cDNA foi utilizada a estratégia de reacdo de polimerizacdo em

cadeia (PCR). Como fita molde foi utilizada a primeira fita de cDNA e, como iniciadores, um

primer degenerado para o gene (PLAT1 ou PLAT2, como senso) e oligo-dT (AP, anti-senso).

Para a reacdo de PCR foi utilizado o kit GoTag® Green Master Mix: tampao de reagao, dNTP

mix 10 mM (cada), iniciadores para o gene (senso e anti-senso), DNA molde (cDNA), enzima

GoTaq polimerase SU/puL, dgua estéril, seguindo instrugdes do fabricante:

REAGENTE QUANTIDADE (nL)
cDNA (<0,5ug) 5
Iniciador senso PLAT1 ou PLAT2 (1ug/ul) 0,5
Iniciador anti-senso AP (1ug/ul) 0,5
5x GoTaq Buffer 10
PCR Nucleotide Mix (10um cada) 1
GoTaq (5u/ul) 0,250
Agua estéril g.s.p. 50

A reacdo de PCR conteve a seguinte condicao de reagao:
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PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N° CICLOS
Desnaturacao Inicial 95 3 1
Desnaturacao 95 45> 35
Anelamento 50% I 35
Extensdo 72 3 35
Extensdo Final 72 5 1
Fim 16 - 1

*QObs.: A temperatura de anelamento varia conforme a temperatura de melting (Tm) dos
oligonucleotideos. A temperatura de anelamento deve ser em torno de 5°C menor que a do Tm
mais baixo.

O produto final foi analisado em gel de agarose a 1,2% e foi reamplificado, nas mesmas

condigdes.

3.1.4. Purificacao do produto 3’ RACE da lectina de P. elegans

O produto reamplificado foi purificado utilizando-se QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen), através de extracdo em gel de agarose 1,2%, seguindo-se as instru¢des do fabricante.
As porg¢oes de gel contendo DNA correspondente ao tamanho molecular esperado do cDNA do
gene foram cortados e pesados em um Unico tubo de microcentrifuga. Foram adicionados 3
volumes de gel de QG buffer, sendo volume de gel o correspondente ao peso obtido em
miligramas das por¢des de gel cortadas. A mistura foi incubada a 50 °C por 10 minutos, a fim de
fundir o gel de agarose, e depois se adicionou 1 volume de gel de isopropanol. A coluna do “kit”
foi colocada em um tubo coletor e a agarose dissolvida foi aplicada na coluna. O sistema foi
brevemente centrifugado por 1 minuto (12000 x g) e o tubo coletor esvaziado. Foram
adicionados a coluna 500 pL. do QG buffer e o sistema foi centrifugado novamente. Adicionou-se
a coluna 750 pLL do PE buffer e o sistema foi deixado incubando por 5 min, sendo, apds isso,
centrifugado novamente. O tubo coletor foi trocado por um tubo de microcentrifugacao novo e
50 puL. de TE (10mM Tris pH 8,0; 1ImM EDTA pH 8,0) foram aplicados na coluna a fim de eluir
o fragmento purificado. O sistema foi incubado por 5 minutos a temperatura ambiente e

centrifugado a 12000 x g por 1 minuto. Apds a purificacdo, o gene foi analisado qualitativamente
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através da relacao das absorbancias a 260 e 280 nm e quantitativamente através da absorbancia a

260nm (1 unidade de absorbancia a 260 nm correspondente a cerca de 50 pg/mL de DNA).

3.1.5. Clonagem do produto 3° RACE da lectina de P. elegans no vetor de clonagem
pGEM-t easy

O sistema de vetores pPGEM ®-T e pGEM ®-T easy (Promega) é um sistema conveniente
para a clonagem de produtos de PCR. Os vetores sdo preparadas cortando-os com EcoRV e
adicionando-se uma timidina 3’ terminal em ambas as extremidades. Esta tnica 3’-T terminal no
local de inser¢ao melhora significativamente a eficiéncia de ligacdo de um produto PCR para os
plasmideos por duas razdes: impedindo a recirculizacdo do vetor; fornecendo uma extremidade
compativel com produtos de PCR gerados por alguns polimerases termoestaveis (MEZEI &
STORTS, 1994; ROBLES & DOERS, 1994), ja que estas frequentemente adicionam uma
desoxiadenosina (A) terminal, na extremidade 3’ de fragmentos amplificados (CLARK, 1988;
NEWTON & GRAHAM, 1994) (Figura 10). Por esta razdo, o produto 3° RACE amplificado e
purificado foi sequencialmente clonado no plasmidio pPGEM®-T easy.

O processo de clonagem do gene foi realizado com auxilio da enzima T4 DNA ligase,
tampao de ligacdo e vetor pPGEM®-T easy, numa propor¢ao 3:1 inserto/vetor. O procedimento
foi executado de acordo com recomendacdes do fabricante. Apés clonagem, o plasmidio
resultante da ligacao foi inserido em células de E. coli XL1 blue competentes, segundo protocolo

de transformacao.

¥mnl 2008 _—
17l 1 start
Scal 1592.)///)/?)‘%\“&'2?3 }f v 145[.5.
/ sall | z0

| pGEM=-T Easy facZ
| Vectar

\I
(3015bp) f

EcoRl | 52
—
Spe &4
) EcoR 70
\ Mot 77
\ |Es2 |
Pstl 88
'\ Szl 20
MNoe a7
\ |g=al |103
BstX 116 &
\ |ne 2 g
T aps " §

Figura 10. Mapa do vetor pPGEM-T easy (Promega).
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3.1.6. Preparacao de células competentes

Uma bactéria competente ¢ uma bactéria que estd apta a receber DNA exdgeno. A
competéncia pode ocorrer naturalmente ou pode ser produzida através de diferentes técnicas, que
envolvem tratamento com solugdes, como cloreto de cdlcio, e mudangas bruscas de temperatura.
Os ions de metal e as mudancas bruscas de temperatura alteram a permeabilidade da parede
celular, fazendo com que estas células permitam a entrada de DNA exdgeno através da
membrana plasmatica.

As células de E. coli ndao sdo naturalmente competentes. A penetracdo do DNA pode ser
possivel, por exemplo, gracas ao stripping de células com Ca’*e Mg2+. Estes cétions divalentes
reduzem a repulsdo eletrostatica entre as moléculas de DNA e a superficie celular da bactéria,
deixando-a competente a introducdo de DNA. Durante o choque de calor, abrem-se os poros na
membrana do hospedeiro, permitindo a passagem de DNA. Quando as células sao rapidamente
resfriadas, fecham-se os poros, prendendo o DNA introduzido nas células.

A preparacdo de células competentes para este trabalho foi realizada de acordo com o
método modificado de Hanahan, conforme descrito por Sambrook (2002), ou método de cloreto

de calcio, conforme descrito abaixo:

1. Um pré-inéculo de células de E. coli (XL1 Blue) foi preparado em 5 mL de meio
liquido LB (Luria-Bertani) Broth e incubado a 37 °C durante 16 horas, sob agita¢do constante.

2. A cultura foi diluida (1/100) em 500 mL de LB liquido e incubada novamente a 37°C
até atingir Agoonm = 0,4-0,6. Apds isso, foi incubada em banho de gelo por 5 minutos

3. As células foram centrifugadas a 1.600 x g a 4 °C por 10 minutos e o pellet suspendido
cuidadosamente em 50 mL de MgCl, 100 mM gelado.

4. A ressuspensdo foi incubada em banho de gelo por 30-45 min e entdo centrifugada a
1.600 x g a 4°C por 10 minutos, descartando o sobrenadate.

5. O pellet foi cuidadosamente suspendido em 10 mL de tampao CaCl, 100 mM gelado e

incubado em banho de gelo por 90-120 min.
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6. Dois mL de glicerol foram adicionados (15-20% final) e distribuiu-se rapidamente a
suspensao de células em tubos de microcentrifuga (em banho de gelo), em aliquotas de 100 pL.

Os tubos foram rapidamente congelados em nitrogénio liquido e estocados em freezer -80 °C.

3.1.7. Transformaciao em células de E. coli X1 blue competentes com o vetor de clonagem

A transformacdo é a introducdo de moléculas de DNA em uma célula hospedeira
(bactérias ou células eucaridticas, incluindo células vegetais e animais). Este procedimento
permite a entrada do produto 3’RACE clonado em vetor plasmidial para o interior de células de
E. coli.

Para isso, 10 pL do produto clonado no vetor pGEM-T easy foi adicionado a 100uL de
células competentes de E. coli XL1 blue. Em seguida, as células foram incubadas em gelo por 30
minutos, sucedidas de um choque térmico em banho-maria a 42 °C por 45 segundos, € mais dois
minutos no banho de gelo. Finalmente as células foram incubadas a 37 °C por 1 hora em meio

LB Broth (SAMBROOK, 2002).

3.1.8. Validacao da transformacao

A clonagem bem sucedida de uma inserc¢do dentro do pGEM ®-T interrompe a sequéncia
de codificacdo de B-galactosidase; clones recombinantes, portanto, podem ser identificados pela
triagem de cores em placas indicadoras contendo ampicilina, IPTG e X-GAL. O vetor confere
naturalmente resisténcia a ampicilina. A auséncia de colora¢do azul é um indicativo de que
algum inserto do DNA se inseriu no sitio de clonagem (plasmideo), fato que impede a expressao
do gene da galactosidase induzida pelo IPTG, com consequente inibi¢do do catabolismo do X-
Gal (a quebra do X-Gal gera um composto de coloracio azul).

Para validacdo da transformacgao, portanto, células de E. coli apés transformacdo foram
plaqueadas em meio s6lido LB dgar contendo 50 pg/mL de ampicilina, 80 pg/mL X-GAL e 0,5
mM IPTG. As placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. Apds o crescimento, as coldnias

brancas foram selecionadas individualmente para a purificagao dos plasmidios.
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3.1.9. Purificacao e digestiao enzimatica dos plasmidios recombinantes

Purificagdes de DNA plasmidial em pequena escala, mais conhecido como minipreps,
sdo comumente utilizados em procedimentos de biologia molecular. Ao longo dos anos, muitos
protocolos miniprep tém sido usados (AUSUBEL, 1989), mas poucos t€ém se mostrado
consistente e confidvel. O procedimento miniprep pode ser tanto trabalhoso e demorado,
especialmente quando um grande ndmero sdo realizados em paralelo. O Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (Promega), o qual elimina muitos dos problemas associados
com os procedimentos frequentes em miniprep, fornece um método simples e confidvel para
rapidamente isolar DNA plasmidial.

Para esta etapa foi utilizado o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System
(Quick protocol, Promega). O procedimento foi executado de acordo com o manual do
fabricante.

Cada coldnia positiva testada foi inoculada em 10 mL de meio liquido LB Broth (Luria-
Bertani) a 37°C, 16 h, 180 rpm. As células foram entdo precipitadas por centrifugacdo a 1000 x g
por 5 min em tubos de microcentrifugacdo e o sobrenadante foi descartado. O pellet final foi
ressuspenso em 250 uLL de Cell Ressuspension Solution, homogeneizado, e entdo foi adicionado
250 uL de Cell Lysis Solution. Ao homogeneizado, acrescentou-se 10 uL de Alkaline Solution,
deixando em incubacdo a temperatura ambiente. Ao fim de 5 min, 350 uL de Neutralization
Solution foram adicionados, homogeneizados e submetidos a uma nova centrifugacdo a 13000 x
g por 10 min. O lisado clarificado, correspondente ao sobrenadante, foi entdo aplicado em uma
coluna de silica disponivel no “kit”, centrifugando-a em um tubo coletor a 13000 x g por 1 min.
Ap6s isso, 750 uL e depois 250 uL de Wash Solution foram aplicados na coluna, intercalados
por centrifugacdo a 13000 x g por 1 min. Em um tubo de microcentrifugacdo limpo, o DNA
plasmidial purificado foi entdo eluido da coluna com a adicdo de 50 uL de dgua nuclease-free, e
analisado qualita e quantitativamente através da relagao das absorbancias a 260 e 280 nm.

Depois de purificados, uma amostra dos plasmidios sofreu digestdo enzimadtica pela
enzima Notl (10 u/ug DNA plasmidial) a 37 °C por 90 min. A digestdo foi verificada em gel de
agarose a 0,8%. Foram selecionados os plasmidios que, apds digestao, liberaram um inserto de

tamanho referente ao produto isolado, e foram entdo enviados para sequenciamento.
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3.1.10. Analise da sequéncia do produto 3° RACE

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a qualidade de bases utilizando-se o
programa Phred-Phrap-Consed (EWING ef al., 1998) e escore superior a 20. O software Consed
foi a interface de visualiza¢do das sequéncias analisadas pelo Pherd-Phrap. A sequéncia final
obtida foi comparada com as sequéncias disponiveis nos bancos publicos nao redundantes (nr)
do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio do algoritmo Blastx (Basic Local Alignment

Search Tool).

3.2. 5’ RACE (System for Rapid Amplification of cDNA Ends)

A estratégia geral da técnica S’RACE consiste na sintese de cDNA a partir de uma
populacdo de RNA total, usando um primer antisenso gene especifico (GSP). Isto permite a
conversao de mRNA especifico em cDNA, ou familias relacionadas de mRNAs, e maximiza o
potencial para extensdo completa da sequéncia 5’ terminal. Apds a sintese de cDNA, o primeira
fita € purificada de dNTPs ndo incorporados, enzimas e primers. Ao fim, a TdT (Terminal
deoxynucleotidyl transferase) é usada para adicionar uma cauda homopolimérica poli d(C) na
extremidade 3’ do cDNA purificado, e uma combina¢do de um primer adaptador complementar
a esse homopolimero e do primer gene-especifico correspondente permitem a amplificacdo de
sequéncias desconhecidas entre na extremidade 5' do mRNA.

Esse procedimento foi realizado em 4 etapas principais: desenho de primer para regido 3’
do gene, sintese e purificagdo do cDNA, adi¢do da cauda poli d(C) e amplificagdo do gene. O

produto amplificado foi clonado, sequenciado e caracterizado, como descrito a seguir.

3.2.1. Desenho de iniciadores especificos (primers) para a extremidade 3’ do gene da

lectina de P. elegans

Um iniciador dito especifico para o experimento 5° RACE foi desenhado a partir da
sequéncia da extremidade 3’ do cDNA (obtido pela estratégia 3° RACE). Esse iniciador
(PLATS3) foi escolhido com o objetivo de obter o gene completo até sua extremidade 5’ (Tabela

5). Para verificar a estrutura do iniciador, porcentagem de conteido C/G, bem como temperatura
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de melting (Tm) foi utilizado o simulador gratuito de construcdo de primers disponivel na pagina

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx .

Tabela 5. Desenho de primer especifico para o gene a partir da sequéncia nucleotidica do produto 3° RACE.

Sequéncia de

Sequéncia de

Temperatura de

Primer Sequéncia do Primer
Referéncia Nucleotidios melting (Tm)
Extremidade | 5’-TCCAGAGGGA 5S’-TGATATAGAGATC
PLATS3 55,9
3’RACE TCTCTATATCA-3’ CCTCTGGA-3’

3.2.2. Sintese da primeira fita de cDNA

A reacdo de sintese da primeira fita de cDNA a partir da populacio de mRNA foi

catalisada pela SuperScriptTM II RT (Invitrogen), e para a constru¢do da primeira fita de cDNA

foi utilizada as seguintes condi¢des, seguindo recomendagdes do fabricante:

REAGENTES QUANTIDADE
RNA Total Sug
PLAT3 10 uM 1uL
10x PCR Buffer 2,5uL
MgCl, 25 mM 2,5ul
dNTP mix 10 mM 1uL
DTTO,1 M 2,5uL
SS I RT (200 u/pL) 1uL
Agua nuclease-free g.s.p. 25uLL

O RNA foi desnaturado a 70°C por 10 minutos, depois deixado em banho de gelo por um

minuto, sendo submetido, apds isso, a uma centrifugacdo de 13000 x g por um minuto. Logo em

seguida, todos os reagentes foram adicionados com excecdo da enzima, sendo equilibrados a 42

°C por um minuto, adicionando-se, por fim, 1 uL da enzima SS II RT e a reacdo completa foi

incubada a 42 °C por 50 minutos. Logo ap6s, a enzima foi desnaturada a 70°C por 15 minutos.
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Ap6s a sintese do cDNA, o molde de RNA foi removido da molécula hibrida cDNA:RNA por
digestdao pela RNAse H (2 u) a 37 °C por 30 minutos.

3.2.3. Purificaciio do produto da primeira fita de cDNA em coluna S.N.A.P.™

O excesso de nucleotideos e de iniciadores devem ser removidos do produto da primeira
fita de cDNA. Por outro lado, apds a adicao da cauda pela TdT, o iniciador especifico poderia
competir com o Abridged Anchor primer durante o inicio da PCR. Por conta da grande
quantidade do iniciador especifico em detrimento ao produto de cDNA, o procedimento com a
coluna SN.A.P.™, adaptado por Vogelstein & Gillespie (1979), prové um meio rapido e
eficiente de purificar o produto da primeira fita. De modo geral, na presenca de um agente
caotrépico, um cDNA com mais de 200 bases € ligado a uma membrana de silica. Componentes
tamponantes, dNTPs, enzimas e oligonucleotideos remanescentes mantém-se na solugao e sao
removidos por centrifugacio com o efluente. Impurezas residuais e iodato de sddio sao
removidos passando diversos volumes de tampao de lavagem, seguido por etanol 70% lavando a
coluna. O cDNA purificado € entio recuperado em dgua destilada e pode ser usado diretamente
na reagdo de adi¢ao da cauda homopolimérica por TdT.

A partir do produto da primeira fita de cDNA (25 uL), adicionou-se 120 uL de Binding
Solution (Nal 6 M) e aplicou-se o homogeinado na coluna S.N.A.P.™, procedendo-se uma
centrifugacdo a 13000 x g por 20 segundos. Lavou-se 4 x a coluna com 400 puL de Wash buffer
(4 °C) e 2 x com etanol 70% (4°C). Ao fim, eluiu-se o cDNA purificado utilizando-se 50 uL de
dgua destilada (65°C).

3.2.4. Adicao da caula poli (C) a extremidade 3’ do cDNA purificado

A reacdo de adi¢ao da cauda poli (C) por TdT (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)
do sistema 5° RACE cria o sitio de ligacdo para o Abridged Anchor Primer na extremidade 3’ do
cDNA purificado. Para isto, foi utilizado o tailling buffer (Tris-HCI 10 mM pH 8,4, KCl 25 mM
e MgCl, 5 mM), suplementado com 200 uM de dCTP para uma adicdo homopolimérica de cauda

na primeira fita de cDNA, de acordo com as instrucdes do fabricante.
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REAGENTE QUANTIDADE
5x Tailing buffer SuL
2mM dCTP 2.5uL
cDNA purificado SNAP 10 uLL
Agua q.s.p. 24 uLL

O cDNA purificado adicionado de todos os reagentes acima (24 uL) foi aquecido a 94°C
durante 3 minutos e foi incubado a 0°C por 1 minuto, seguido de uma centrifugacdo a 13000 x g
por 1 min e outra incubagd@o a 0°C por 1 minuto. Adicionou-se 1 pl. de TdT e incubou-se a
mistura a 27°C por 10 minutos e, apds isso, a 65°C por mais 1 minuto, a fim de inativar a

enzima. Centrifugou-se a 13000 x g por 1 minuto e incubou-se a 0°C.

3.2.5. Amplificacao do produto 5’ RACE da lectina de P. elegans

Ap6s purificacdo e adicdo da cauda poli (C) ao cDNA, foi utilizada a estratégia de reacao
de polimerizac¢do em cadeia (PCR) para a amplificacdo do gene. Como fita molde foi utilizada a
fita de cDNA a partir da técnica 5’ RACE purificado e com cauda poli (C); como iniciadores, um
iniciador especifico para o gene (PLAT3, como antisenso) € um iniciador oligo-dG (Abridged
Ancor primer, AAP, senso). Para a reacdo de PCR foi utilizado o kit GoTaq® Green Master
Mix: tampao de reacdo, dNTP mix 10 mM (cada), iniciadores para o gene (senso e anti-senso),

DNA molde (cDNA), enzima GoTaq polimerase 5 U/uL, dgua estéril, seguindo instru¢des do

fabricante:
Componente Quantidade (pL)
cDNA (< 0,5 ug) 5
AAP (senso) 0,5
PLAT?3 (anti-senso) 0,5
5 x GoTaq Buffer 10
PCR Nucleotide Mix (10 pm cada) 1
GoTaq (5 u/uL) 0,250
Agua estéril g.s.p. 50
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A reacdo de PCR conteve a seguinte condicao de reagao:

PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N° CICLOS
Desnaturacao Inicial 95 3 1
Desnaturacao 95 45> 35
Anelamento 50% I 35
Extensdo 72 3 35
Extensdo Final 72 5 1
Fim 16 - 1

*Obs.: A temperatura de anelamento varia conforme a temperatura de melting (Tm) dos oligonucleotideos. A
temperatura de anelamento deve ser em torno de 5° C menor que a do Tm mais baixo.

O produto final foi analisado em gel de agarose a 1,2%.

3.2.6. Purificacao, Clonagem, Sequenciamento e Analise do produto amplificado 5° RACE

da lectina de P. elegans

A purificacdo, clonagem no vetor pPGEm-T easy, transformacdo em células competentes
de E. coli XL1 blue, sequenciamento e andlise do produto 5° RACE foram todos realizados de
forma similar ao descrito para o produto 3° RACE.

O produto 5° RACE clonado em pGEM-T easy continha toda a sequéncia codificante
completa para a lectina de P. elegans (PELa), sendo entdao usado para subclonagem em vetor de

expressdo.

4. Determinacao da Sequéncia Protéica e Alinhamento de Lectinas de Leguminosas

A sequéncia de aminodcidos de PELa (nimero de acesso: AEK69351) foi deduzida com
base na sequéncia de seu mRNA, obtida nos passos anteriores pelas técnicas 3’ e 5° RACE, e
comparada contra um banco de sequéncias de lectinas de leguminosas pela utilizacdo do
algoritmo BLAST, sendo analisadas similaridades entre a sequéncia dessa lectina com as de

outras tribos. Algumas lectinas intimamente relacionadas (maior similaridade) que continham
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representantes estruturais foram alinhadas para a andlise da conservagao dos residuos envolvidos
na estruturagao dos sitios de ligacao a metal (cdlcio e manganés) e a carboidrato.

Foram selecionadas as seguintes lectinas: lectina de sementes de Pterocarpus angolensis
(PAL — ndmero de acesso: CAD19804), lectina de sementes de Canavalia ensiformes (ConA —
numero de acesso: CAA25787 ), lectina de sementes de Arachia hypogeae (PNA — nimero de
acesso: 2PEL_A), lectina da casca de Robinia pseudoacacia (RPbAI — nimero de acesso:
BAA36415) e lectina de Erythrina collarodendrom (EcorLL — nimero de acesso: CAA36986),
sendo a primeira pertencente a subtribo Dalbergiae, as duas seguintes a tribo Phaseolae-
Diocleinae (as duas primeiras especificas para Man/Glc; a terceira para Gal), a proxima
Robineae (especifica para Gal) e a ultima Phaseolae-Diocleinae (especifica para Gal/GalNAc).
O alinhamento foi feito na ferramenta on line Espript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-
bin/ESPript.cgi).

5. Construcao do Vetor de Expressao e Transformacao em células de células de E. coli

BL21 competentes

Para a expressdo da proteina recombinante foi selecionado o vetor pET-29a (Invitrogen)
(Figura 11), o qual pode originar uma proteina de fusao formada pela proteina alvo acrescida da
proteina N-terminal S Tag / sitio de trombina ou uma cauda c-terminal de histidina (histag — 6 X
histidina), embora a estratégia adotada tenha dispensado qualquer das duas possibilidades.

Com o intuito de construir um vetor que expressasse apenas a proteina alvo, foi utilizada
a estratégia de inserir o gene inteiro de PELa no vetor pET-29a, numa regido interna aquelas
codificadoras de proteina de fusdo, entre os sitios das enzima de restricio Ndel e Hindlll. Para
isso, foi necessdrio amplificar o gene inteiro com dois iniciadores que foram definidos,
possuindo em suas extremidades 5°os sitios de clonagem Ndel e Hindlll, permitindo a insercao

orientada do inserto no vetor, como descrito a seguir.

5.1. Desenho de primers especificos para o gene de PELa adicionados de sitios de restricao

Além dos dois sitios de restricao especificos, Ndel e Hindlll, para que s6 a proteina alvo

fosse expressa, foi necessario, juntamente com o inserto, adicionar cédons de iniciacdo (start) e
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de parada (stop) para a correta leitura do cédigo e expressao da proteina. Dois iniciadores foram
entdo desenhados para flanquearem e amplificarem o gene com essas informacdes (Tabela 6):
PLAT4 (5’GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC3) e PLATS
(5’GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC3’). PLAT 4 possui um sitio de restri¢cao
para a enzima Ndel (sublinhado), apresentando internamente um cédon start (ATG), seguido do
codigo para a sequéncia aminoacidica MLLNRA. PLATS5 possui, de modo reverso e
complementar, um sitio de restricdo para a enzima Hindlll (sublinhado), um cédon stop e o
codigo para a sequéncia aminoacidica LARDM. Além disso, as enzimas de restricdo exigem
adicionais estruturais de suporte para a ligacdo e consequente corte de DNA, que deve ser
fornecida por nucleotideos vizinhos. Dessa maneira, 3-7 nucleotideos foram adicionados na
extremidade 5 'de cada iniciador, antes do sitio de restricdo, com sequéncias da preferéncia

requerida para cada enzima.

Tabela 6. Iniciadores utilizados na clonagem do gene de PELa no vetor de expressdo pET-29a

Sequéncia de
Iniciador 5’- Sequéncia — 3’* aminoacidos
correspondentes
PLAT4
( ) GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC (Nde)MLLNRA
senso

PLATS
(anti ) GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC | LARDM Stop (HindIII)
antisenso

*As sequéncia sublinhadas indicam a posicao dos sitios Ndel et Hindlll, respectivamente.

5.2. Amplificacao do inserto para construcao de vetor de expressao

A partir do produto 5° RACE, a regido codificadora do gene de PELa foi clonado no
vetor pGEM-T easy, utilizando-se a estratégia de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) para
a amplificagdo do inserto para vetor de expressao com os iniciadores PLAT4 (senso) e PLATS

(antisenso).
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Figura 11. Mapa do vetor pET-29a (Novagen). Sitios de restricdo para as enzimas Ndel e Hindlll em vermelho.

Para a reagdo de PCR foi utilizado o kit GoTaq® Green Master Mix: tampdo de reacao,
dNTP mix 10 mM (cada), iniciadores para o gene (senso e anti-senso), DNA molde (cDNA),

enzima GoTaq polimerase 5 U/uL, dgua estéril, seguindo instru¢des do fabricante:
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Componente Quantidade (pL)

Plasmideos 5

PLAT4 1 pg/uL (senso) 0,5

PLATS 1 pg/uL (anti-senso) 0,5

5 x GoTaq Buffer 10
PCR Nucleotide Mix (10 uM cada) 1

GoTaq (5 u/uL) 0,250
Agua estéril g.s.p- 50

A reacdo de PCR conteve a seguinte condicao de reagao:

PASSO TEMPERATURA (°C) TEMPO N° CICLOS
Desnaturacao Inicial 95 3 1
Desnaturacao 95 45> 35
Anelamento 60* I 35
Extensdo 72 3 35
Extensdo Final 72 5 1
Fim 16 - 1

*QObs.: A temperatura de anelamento varia conforme a temperatura de melting (Tm) dos
oligonucleotideos. A temperatura de anelamento deve ser em torno de 5°C menor que a do Tm

mais baixo.

O produto final foi analisado em gel de agarose a 1,2% e sequencialmente purificado pelo

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), como descrito anteriormente.

5.3. Digestao enzimatica do inserto purificado e do vetor pET-29a

O inserto purificado no passo anterior € o vetor pET-29a vazio, antes de serem ligados,

precisavam ser digeridos pelas enzimas de restricdo Ndel e HindlIll (Invitrogen), com a

finalidade de deixar as mesmas extremidades coesivas para ambos. A digestdo ocorreu
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separadamente, a uma temperatura de 37 °C, por 3 horas para o inserto e 4 horas para o vetor,

segundo as propor¢des dos reagentes a seguir:

Inserto Purificado Vecteur pET-TEV
DNA 25 uLL 28,5 uL
Ndel 1,5ul 1,5ul
HindlIl 1,5uL 1,5uL
Tampao React 2* 10x 3,5uL 3,5uL
Agua nuclease free q.s.p. 35uL 35uL

*Tampao fornecido pelo fabricante em que ambas as enzimas funcionam em 100% de eficiéncia.

O inserto digerido foi purificado através do QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), como

descrito anteriormente, assim como o vetor digerido foi purificado pelo método Wizard® Plus

Minipreps DNA Purification System (Promega), também ja descrito.

5.4. Clonagem do inserto no vetor pET-29a

Ap6s digestao e purificagdo, o processo de clonagem do gene foi realizado com auxilio

do DNA ligation KIT (TAKARA), tampao de ligacdo (ligation mix) e uma proporc¢ao 25:25~250

fmol vetor/inserto. O procedimento foi executado de acordo com recomendacdes do fabricante, a

25°C por 5 minutos:

REAGENTE QUANTIDADE
Vetor 1 uL
Inserto 5ulL

Ligation Mix 6 uL

TOTAL 12 uLL
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5.5. Transformacio do plasmideo de expressao em células de E. coli BL 21 competentes

Apoés clonagem, o plasmidio resultante da ligacdo (pET-29a_PELa) foi inserido em
células de E. coli BL21 competentes, segundo protocolo de transformacgdo ja descrito, com
modificagdo para o antibidtico de resisténcia, que no caso do pET-29a é a kanamicina, e o uso
dispensado de X-GAL e IPTG. Coldnias positivas foram submetidas a valiada¢do e posterior
sequenciamento, para entdo prosseguir-se aos experimentos de indu¢do da expressdo da proteina

recombinante.

6. Expressao recombinante da lectina de sementes de P. elegans

Ap6s confirmacdo de clones positivos de E.coli BL21 transformados com o plasmideo
pET29-a contendo a sequencia correta para a lectina de P. elegans (PELa), foi realizado um
experimento piloto de expressdo, mediante SDS-PAGE, (LAEMLLI, 1970) com uma
comparacdo dos lisados celulares, para a escolha da melhor condi¢ao para inducao.

As bactérias transformadas foram pré-cultivadas em 10 mL de meio liquido LB
(contendo 30 pg/mL de kanamicina) a 37°C, sob agitagao constante (180 rpm), por um periodo
de 16 horas. Em seguida, o material foi totalmente inoculado em 100 mL de meio LB com 30
ug/mL de kanamicina, até ser atingida uma ODggonm entre 0,6-0,8, quando entdo foi adicionado
ao meio o indutor de expressdo isopropil-B-tiogalactosidase (IPTG) a uma concentracio de 0,5
mM, permanecendo a cultura em incubacdo a 16, 20, 25, 30 ou 37°C por até 4 horas ou periodo
overnight, sendo retirada uma aliquota de 1 mL nos tempos intermedidrios de cada condi¢do de
indugdo. No final, as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 6000 rpm durante 20
minutos a 4°C, sendo em seguida ressuspensas em tampao TRIS (Tris-HCl 50 mM, NaCl 150
mM, CaCl, 5 mM, MnCl, SmM, pH 7,6) e lisadas por disrupcdo mecanica, utilizando-se para
isso pressao de 1700 bars em um One Shot Cell Disrupter (Constant System). A separacdo das
fracOes solivel e insoldvel foi realizada mediante centrifugacdo a 12000 x g por 30 minutos a
4°C. O sobrenadante foi coletado (fragdo solivel) e o sedimento (fracao insoldvel) solubilizado
diretamente em tampao de amostra 5 x concentrado numa proporcao 1:5. Procedeu-se entdo a

andlise das fracdes por SDS-PAGE 12% (LAEMLLI, 1970). Apés as avaliacdes iniciais foram
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feitas indugdes maiores para purificagdo em larga escala a temperatura de 30°C por um periodo

de 4 horas.

7. Refolding e purificaciao da lectina recombinante de P. elegans

Como uma maior propor¢ao da lectina recombinante encontrava-se na fracao insolivel
para todas as condi¢des de inducdo testadas, optou-se por estratégia de purificagdo isolar a
proteina a partir de corpos de inclusdo.

Corpos de inclusdo produzidos em E. coli sdo normalmente compostos de moléculas
protéicas desnaturadas empacotadas em forma de particulas. Refolding de proteinas a partir de
corpos de inclusio em suas formas bioativas pode ser laborioso, resultar em um baixo
rendimento e quantidade para um maior custo de uma producdo recombinante. Com novas
informacodes disponiveis, sobre estrutura e fun¢io de agregados protéicos em corpos de inclusao
bacterianos, tem sido possivel desenvolver melhores procedimentos de solubilizacdo e refolding
com uma maior recuperacao da proteina bioativa.

A recuperacdo de proteina ativa solivel de corpos de inclusdo purificados requer
a desnaturacdo do polipeptideo e entdo seu refolding a uma forma ativa. Muitos exemplos de
proteinas recuperadas de corpos de inclusdo sao bem conhecidos e usados tanto para aplicac¢des
comerciais como académicas. Existem métodos bem estabelecidos para purificar corpos de
inclusdo e solubilizar a proteina agregada por desnaturagdo. H4, no entanto, nenhum método
confidvel para prever as condicdes necessdrias para redobrar a proteina. Assim, a identificacao
das condicdes necessdrias ao adequado refolding da proteina continua a ser uma ciéncia
empirica. Portanto, com o objetivo de ajudar a simplificar o processo de identificacdo da
composi¢do do melhor tampao e do método mais adequado para o refolding proteina, foi
utilizado o ™ Kit Proteina QuickFold Screening (AthenaES). O kit contém 15 composicoes de
tampdes diferentes que permitiram uma rdpida identificacdo dos fatores que t€m um efeito
importante sobre o refolding da proteina. A partir desta informac¢do os experimentos poderam ser
realizados para determinar a formulacdo ideal de tampao. No pardgrafo abaixo, a descricao do
protocolo final estabelecido como o mais adequado para o refolding da proteina.

A partir de um experimento de indugdo a 30°C por 4 h, as células foram precipitadas e

ressuspendidas como descrito anteriormente, numa propor¢ao de 10 mL do tampdo de lise Tris-
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HCI1 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 5 mM, MnCl, 5mM, pH 7,6 a cada grama de precipitado
celular. Apds disrup¢do celular, foram separadas por centrifugacdo as fragdes soluvel
(sobrenadante) e insoldvel (precipitado); o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
submetido a uma estratégia de lavagem e purificacdo. O precipitado foi entdo lavado 2 x em
Tris-Cl 50 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M, Uréia 4 M, EDTA 1 mM, deoxicolato 1 mg/mL, numa
propor¢ao de 5 mL a cada grama de precipitado celular inicial, seguido de centrifugacao a 20000
x g por 15 minutos a 4°C. O precipitado final foi entdo submetido a solubiliza¢do em Tris-Cl 50
mM pH 8,0, Urea 8 M, DTT 10 mM, numa propor¢ao de 2 mL por grama de precipitado celular
inicial, e mantido a 50°C por cerca de 10-20 minutos. Apds centrifugacao a 20000 x g, 30
minutos, 4°C, o sobrenadante solubilizado teve sua concentracdo protéica ajustada para em torno
de 1 mg/mL, mensurado por absorbancia em 280 nm. Apds o ajuste, a solucdo foi entdo diluida
gota a gota em Tris-HCl 50 mM pH 7,5, NaCl 240 mM, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM, KCI 10
mM, DTT 1 mM, numa proporcao final de 1:20, sob agitacdo lenta. Nesse momento o refolding
comeca a ocorrer, podendo-se visualizar uma consisténcia turva na solucdo, devido ao material
mal enovelado em suspensdo. O sistema foi entdo deixado em repouso por 1h a 10°C e depois
submetido a uma filtracdo em papel de filtro comum para separar eventuais particulas em
suspensao.

Logo em seguida a filtracao, toda a solu¢do diluida e filtrada foi aplicada em uma coluna
de manose-agarose pré-equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 0,15 M, MnCl, 2 mM,
CaCl, 2 mM. Apds lavagem da coluna com a mesma solugdo, a lectina refoldada e ativa foi
entdo eluida com a adicdo de manose 200 mM. Todas as fracdes coletadas foram mensuradas e
analisadas qualita e quantitativamente através de absorbancia a 280nm.

A proteina purificada (fracdo retida) foi entdo lavada e concentrada como o desejado para
cada andlise utilizando um dispositivo de ultrafiltracdo Vivaspin (cutoff 10 kDa; GE Healthcare),
sendo depois armazenada a 4°C.

Todos os passos até a obtencao da lectina recombinante purificada foram analisados em
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em condicdo desnaturante com uso de f-
mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), seguindo-se o método descrito por

Laemmli (1970), adaptado para o uso de placas de vidro verticais, descrito anteriormente.
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II. Ferramentas para o estudo de interacao lectina-caboidrato

1. Atividade hemaglutinante da lectina PELa

A determinacdo da atividade hemaglutinante (A.H.), foi feita segundo Moreira & Perrone
(1977), com algumas modificacdes descritas a seguir. O ensaio de atividade hemaglutinante da
lectina recombinante foi realizada através de diluicoes (50 uL) seriadas em duplicatas (1/2, 1/4,
1/8, 1/16, 1/32, etc.) em placas de microtitulacdo com fundo em V, contendo 50 pL tampao Tris-
HCl1 50 mM, pH 7,5, com NaCl 0,15 M. A 50 pL de cada dilui¢do foi adicionado igual volume
de uma suspensao de eritrécitos de coelho (fornecida por BioMérieux) a 2%, levemente agitados
e incubados a 37°C por 30 minutos. A mistura foi deixada em repouso por mais 30 minutos a
temperatura ambiente e a aglutinag¢do foi observada macroscopicamente. A menor concentracao
protéica que apresentou hemaglutinacdo visivel € considerada a concentracdo correspondente a
uma unidade de hemaglutinagdo (UH), sendo o titulo expresso em unidades de hemaglutinacao

(UH/mL).

2. Analise da especificidade de PELa por Glycan-Array

Glican Arrays tornaram-se uma poderosa ferramenta para a elucidacdo de alto nivel das
interacoes de carboidratos de diferentes estruturas, com uma grande variedade de alvos
biolégicos, incluindo anticorpos, proteinas, virus e células. Esta técnica é especialmente
adequada para estudos glicomicos, pois as matrizes apresentam ligantes de carboidratos de uma
maneira que imita as interfaces de interacdes célula-célula (Figura 12) (LIANG & WU, 2009).

O Glycan-Array € baseado no principio de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay). Os primeiros testes compreendiam uma gama de oligossacarideos biotinilados fixados
por um brago espagador em placas de 96 a 384 pocos, recobertos por estreptavidina, permitindo
realizar a andlise em paralelo sobre uma grande diversidade de acucares de forma minorizada e
réapida (Figura 13). Permitem determinar a especificidade das proteinas que se ligam aos
carboidratos, como lectinas. Para esse tipo de ensaio, lectinas devem ser marcadas por um

composto fluorescente, ou serem fornecidas com um anticorpo (BLITX et al., 2004).
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Figura 12. Glycan array como uma imitagdo da superficie celular, expressando glicanos para estudo de interagdes
multivalentes (WANG et al., 2008).

Métodos mais recentes propostos pelo Consorptium for Functional Glycomics

(http://www.functionalglycomics.org) e por outros laboratérios baseiam-se no principio de

“glicochips” ou Printed Covalent Glycan Array. Nesses ensaio, utiliza-se placas de vidro
comercial funcionalizadas com N-hydroxysuccimidine (NHS), que é capaz de ligar-se covalente
a glicanos ou glicoconjugados, desde que sejam acoplados a um grupo amina (BLIXT et al.,
2004). Esse método realiza a andlise em paralelo sobre uma grande diversidade de acucares de
forma minorizada e rdpida, permitindo determinar a especificidade das proteinas que se ligam
aos carboidratos, como lectinas (Figura 13).

Para realizacdo desse ensaio, a lectina é marcada pelo composto fluoroiscenado Alexa
Fluor® 488 — TFP (acido carboxilico — 2,3,5,6 tetrafluorofenil), segundo recomendacdes do
fabricante (Invitrogen). A lectina marcada é separada do excesso do fluoréforo através de

filtracdo em gel em D-Salt Poliacrylamide. A andlise € feita pelo Consorptium for Functional

Glycomics (CFG; http://www.functionalglycomics.org).

Para realizacdo desse ensaio, PELa foi preparada numa concentragdao de 1 mg/mL em
tampao bicarbonato de sédio 0,1 M pH 9,0. O composto TFP foi solubilizado em DMF

(dimetilformamida) numa concentracdo de 10 mg/mL instantes antes de sua utilizagdo. A mistura
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na propor¢ao 1:10 TFP/proteina foi incubada uma hora em temperatura ambiente com agitagao.
A proteina foi finalmente separada do reagente residual por dessalinizacio em uma coluna de
poliacrilamida D-salt™ (Pierce) pré-equilibrada com Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 0,15 M,
MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM, e a concentracdo final foi de 1,2 mg/mL de proteina. Apds a
marcacdo,a amostra foi enviada para o Consorptium for Functional Glycomics, CFG, core H,

Printed Array Ver 4.1 (http://www.functionalglycomics.org).
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Figura 13. Descricdo de glicochips. A. Diagrama das duas técnicas utilizadas para fazer glicochips. A esquerda é
representada o principio de glycan array, onde o agicar biotinilado é fixado a uma placa funcionalizada com
estreptavidina. A direita, ligantes naturais ou sintéticos sio covalentemente ligados a uma placa de vidro
funcionalizada com NHS. Em ambos os casos, a fixa¢do da lectina € revelada pelo uso de um anticorpo fluorescente,
ou diretamente através da marcacdo da lectina por Alexafluor488. B. As intensidades de fluorescéncia sio
processadas por um computador e representadas sob a forma de um histograma baseado nos actcares testados.

3. Ensaios de microcalorimetria- Isothermal Titration Microcalorimetry (ITC)

Entre os vérios métodos para o estudo da termodinamica do reconhecimento entre um
receptor e seu ligante (agucar-proteina, proteina-proteina ou outros), a microcalorimetria de
titulagdo isotérmica € a Uinica maneira de obter todos os paridmetros que caracterizam a interagao
em um unico experimento, como a constante de afinidade (K,), a estequiometria da interagdo (n)

e as contribui¢des entdlpicas (AH) e entrépicas (TAS). Além do mais, ao contrdrio de outros
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métodos que exigem a imobiliza¢do do ligante ou receptor, que por vezes podem interferir na
interpretacdo dos resultados, a microcalorimetria permite que as moléculas estejam livres em

solugdo.

3.1. Principio da Técnica

O calorimetro é um dispositivo composto por duas células no interior de uma camara
adiabdtica (VP-ITC Microcal ®). A primeira célula, de referéncia, contém o tampao utilizado no
experimento, enquanto que a segunda, chamado de célula de medi¢do, contém a proteina diluida
no mesmo tampao que a c€lula de referéncia (Figura 14). Durante a titulagdo, as duas células sao
mantidas a mesma temperatura. Com uma seringa, pequenas quantidades de ligante sdo injetados
na célula de medi¢@ao em intervalos regulares. Cada adicdo de ligante provoca uma troca de calor
refletindo a interagdo macromolécula-ligante. O sinal gerado é proporcional a quantidade de
complexo formado. A maquina mede a quantidade de energia necessdria para trazer as duas
células a mesma temperatura. A medida é a poténcia elétrica fornecida ao longo do tempo para
cada injecdo (ucal/sec), e depois ela € integrada.

No inicio do experimento, o nimero de sitios disponiveis € superior a quantidade de
ligante injetado: o sinal medido portanto é alto. Com o curso da injecdo, vai diminuindo o
numero de sitios disponiveis, resultando em uma diminui¢do no sinal. As quantidades medidas
de calor permitem obter ao final um termograma experimental (Figura 15). Quando as condi¢des
experimentais sao 6timas, a curva obtida € de forma sigméide. Um software de processamento de
resultados (Origin®) calcula uma curva teérica que se sobrepde aos pontos experimentais. A
partir da curva é possivel extrair os parametros da interagdo. As informag¢des sobre o ponto de
inflexdo indicam a estequiometria, a magnitude da curva informa sobre a entalpia, enquanto que
a inclinagdo da curva indica a afinidade (Figura 15). A partir desses valores e usando as equagdes

da termodinamica, € possivel encontrar outros parametros tais como a entropia da interagao.
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Figura 14. Representacio esquematica de um microcalorimetro.
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Figura 15. Principio da microcalorimetria de titulagdo isotérmica. A. Exemplo de um microcalorimetro de titulacio
isotérmico. B. Exemplo de um termograma experimental. O aparelho mede a energia necessdria para trazer as duas
células a mesma temperatura. Quanto mais os sitios sdo ocupados, mais a energia diminui. C. Superposicio da curva
tedrica dos pontos experimentais para obter as constantes termodinamicas: estequiometria (n), entalpia (AH) e
constante de afinidade (Ka).
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3.2. Nocoes de Termodinamica

A termodindmica pode ser definida como a ciéncia que estuda fendmenos que dependem
da temperatura e suas alteracdes. Em uma intera¢do nio-covalente entre uma macromolécula (M)
e seu ligante (L), hd um equilibrio notavel entre a forma complexada (ML) e as formas livres (M
e L). Este equilibrio depende da forca de interagdo entre a macromolécula e o ligante e € definido
por sua constante de afinidade K, (M'l). Quanto maior o valor desta constante, mais alta é a
afinidade. Essa constante de associagc@o € inversamente proporcional a constante de dissociacdo

(Kq), que pode ser calculado da seguinte forma:

(ML] 1

K=" &ka

A energia livre de Gibbs (G), a uma dada temperatura, pode ser calculado a partir da

seguinte equagao:
AG = -R.T.InKa

onde T € a temperatura absoluta em Kelvin (K), R é a constante dos gases perfeitos
(8.3141] .mol'l.K'l) e K, é a constante de associacao ou afinidade (M'l).

A energia livre resulta da energia final gerada pela reacdo e permite caracterizar a
evolucdo do sistema. Seu valor diz respeito a espontaneidade de uma reagdo quimica. Sempre
que a variacdo de AG ¢é negativa, por exemplo, a reagcdo quimica é exergOnica (ou seja, vai
fornecer energia ao sistema), sendo portanto espontanea.

Para obter um estudo mais detalhado da termodinamica € necessario medir a entalpia

livre, a fim de quantificar a exata contribuicao entdlpica e endotérmica (TAS) da reacdo:
AG = AH - TAS

onde AG ¢ a variacio de energia livre (kJ.mol™' ou kcal.mol™), AH é a variagdo de

entalpia (kJ.mol" ou kcal.mol™) e AS é a variacdo de entropia (kJ.mol"" ou kcal.mol™).
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A entalpia € definida como uma grandeza termodinamica cuja variacdo reflete a
quantidade de calor posto em jogo durante uma transformacao isobdrica. Os sistemas buscam ter
a energia mais baixa possivel; AH tende potanto a ser negativo. A entropia, por outro lado,
reflete a desordem de um sistema. O aumento da temperatura favorece os movimento
brownianos e a aumenta o efeito entropico da reacao, tendo o efeito de influenciar diretamente as
variagOes de energia livre.

Em sistemas bioldgicos, a entalpia reflete a forca das interagdes geradas pela proteina
com seu ligante em comparacdo com aqueles mantidos com o solvente. Elas sdo principalmente
ligacdes de hidrogénio ou interacdes de Van der Waals. Uma entalpia de interacdo favoravel
requer a colocacdo correta dos grupos de doadores e receptores de elétrons no sitio de ligacdo. A
contribui¢do entropica, por sua vez, € devido a dois fendmenos. O primeiro € devido ao rearranjo
de moléculas de dgua deslocadas pelo ligante quando éste tltimo estiver posicionado em seu
local de ligagdao. Quando a interagdo envolve contatos hidrofébicos, a contribui¢do serd, neste
caso, mais favordvel. O segundo é causado por uma perda de graus de liberdade do ligante ou
proteina. Um dissacarideo em solu¢do, por exemplo, pode adotar varias conformagdes, devido a
rotacdo em torno do angulo de tor¢do, mas no momento de interagcdo, serd forcado a uma
conformagdo tnica. Esta contribui¢do entrépica € geralmente negativa.

A interacdo entre uma lectina e um agucar geralmente provoca uma forte entalpia, devido
as indmeras ligacdes de hidrogénio, e uma contribuicdo entropica desfavordvel causada pelas

mudangas conformacionais.

3.3. Anadlise da afinidade da lectina de P. elegans por oligossacarideos através de ITC

PELa teve sua afinidade por alguns oligassacarideos definidos a partir do resultado de
Glycan array mensurada por microcalorimetria isotérmica de titulacdo (ITC). Os experimentos
foram realizados com um VP-ITC Isothermal Titration Calorimeter (Microcal), a 25,0 + 0,1°C.
A concentragdo da proteina na célula microcalorimétrica (1,4478 mL) foi em torno de 1 mM em
Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 0,15 M, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM. Dois heptassacarideos
disponiveis para o projeto (preparados na mesma solu¢do da proteina) a uma concentracio de 10
mM (10 vezes superior a de lectina) foram distintamente adicionados em 30 injecdes de 10 uLL
cada. O controle consistiu da adicao das solugdes de acticares na auséncia da proteina, o que

rendeu mudancas insignificantes na entalpia.
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A curva integrada do calor liberado foi analisada por regressao nao-linear, utilizando-se
um modelo de um ou dois sitios de ligacdo (Origin 7.0). Os dados experimentais foram fixados
em uma curva de titulac@o tedrica usando, fornecendo a constante associacdo (K,), a entalpia de
ligacdo (AH) e o nimero de sitios de ligagdao por mondmero (n). Os parametros termodinamicos,
tais como variacao de energia livre (AG) e de entropia (AS) foram calculados a partir da equacao
AG = AH - TAS = -RTLnK,. Todos os experimentos foram realizados com valores de 10 ¢ <c

<100 (WISEMAN et al., 1989).
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I11. Estudos da estrutura cristalina de PELa através de Cristalografia por

Difracao em raios X

A cristalografia de raios-X é provavelmente o método de anélise estrutural mais poderoso
na elucidacdo de estruturas tridimensionais de moléculas e macromoléculas bioldgicas. A
aplicacdo da cristalografia de macromoléculas para o estudo estrutural, especialmente de
proteinas, deve o seu nascimento aos estudos de Max Perutz e John Kendrew, que receberam o
Prémio Nobel em quimica (1962) pelo seu trabalho sobre a determinacdo da estrutura
tridimensional da hemoglobina e mioglobina. De 1959 até o presente, a biologia estrutural tem
avancado consideravelmente.

O crescente poder dos computadores, a facilidade de acesso a radiagdo sincrotron e,
especialmente, as grandes descobertas em biologia molecular, contribuiram para fazer da
cristalografia uma tecnologia de ponta no estudo estrutural de biomoléculas. No entanto, a base
tedrica deste método, assim como algumas dificuldades encontradas desde o comego, ndo
mudaram, mesmo se hoje a resolucdo de uma nova estrutura possua muito menos problemas
técnicos do que hd 30 anos. Em particular, a cristalizacdo de uma macromolécula ainda é
baseada em métodos tentativa-erro, que as vezes incluem certas condi¢des experimentais muito
dificeis de controlar. Uma vez que a proteina foi cristalizada, o problema de fase é a segunda

dificuldade a ser resolvida com diferentes técnicas que foram desenvolvidas.

1. Cristalizacao — Obtencao dos Cristais de Proteina

Uma das partes mais criticas na resolucdo da estrutura de uma macromolécula bioldgica é
a cristalizacdo da mesma. Os principais passos envolvidos na resolu¢do da estrutura a nivel
atdmico de uma macromolécula bioldgica estdo mostrados na figura 16. Entre todos estes passos,
a cristaliza¢do € o menos entendido. Biocristalizagdo € um processo de multiplos parametros, que
envolve os trés passos cldssicos da cristalizacdo: nucleagdo, crescimento e cessacdo de
crescimento (BOISTELLE & ASTIER, 1988).

Para crescer cristais de qualquer composto, um estado de supersaturacdo tem que ser
alcancado, um estado que é termodinamicamente instavel, no qual pode se desenvolver ou numa

fase amorfa ou cristalina quando este retornar ao equilibrio. Supersaturacdo pode ser alcancada
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pela evaporagao lenta do solvente ou pela variacao de alguns dos pardmetros como temperatura,

pH e forca idnica. O conhecimento das solubilidades macromoleculares € um pré-requisito para o

controle das condig¢des de cristalizacdo.

(A) (B)

Figura 16. Principais passos na resolu¢do da estrutura de uma biomolécula por cristalografia. A. Cristalizagdo. B.
Coleta de dados por difracdo de raios X. C. Resolucdo da estrutura. D. Andlise da estrutura.

Existem muitas técnicas para a cristalizacdo de macromoléculas bioldgicas, todas tendo
como objetivo trazer a solu¢do a um estado de supersaturacdo. A fim de obter cristais de
proteinas, um método frequentemente utilizado € a difusdo de vapor (Figura 17). Esta técnica foi
utilizada pela primeira vez na cristalizacdo do tRNA (HAMPEL et al., 1968). Nesta técnica, uma
gota contendo poucos microlitros da macromolécula bioldgica a ser cristalizada em um agente de
cristalizacdo, tampao e aditivos, € equilibrada contra um reservatério contendo a solugdo de
cristalizacdo a uma concentracdo mais alta do que na gota e um volume largamente maior. O
equilibrio prossegue por meio da difusdao das espécies volateis (dgua e solventes organicos) até
que a pressdo de vapor na gota se iguale aquela do reservatério. Se o equilibrio ocorre por meio

de troca da 4gua (da gota para o reservatorio), isto leva a uma diminui¢do do volume da gota, e
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consequentemente a um aumento na concentracdo de todos os constituintes da gota de
cristalizacdo, inclusive da proteina. Para espécies quimicas com pressdo de vapor maior que a
pressdo de vapor da dgua, a troca ocorre do reservatério para a gota. Os mesmos principios se
aplicam para gotas suspensas (hanging drops), gotas sentadas (sitting drops) e gotas sanduiches

(sandwich drops).

[ppT]gofa = [PPT]por;o

2

Solugdo do pogo

Figura 17. Principio de cristalizagdo pelo método de difusdo de vapor - gota suspensa. A concentragdo do agente
precipitante na gota é metade daquele no reservatdrio.

Com o aumento do nimero de macromoléculas bioldgicas cristalizadas com sucesso,
tornou-se 6bvio que muitas das condi¢des de cristalizacdo se assemelhavam, ou seja, havia uma
concentracdo de resultados positivos de cristalizagdo que usava um ndmero limitado de
precipitantes, tampdes e aditivos. Isto levou a proposicdo de diversos métodos de cristalizagao
(CARTER & CARTER, 1979), onde um nimero limitado de condi¢des eram testadas, usando-se
pequenas quantidades da macromolécula bioldgica, por volta de poucos miligramas. A partir da
observacgao dos resultados preliminares destes experimentos era possivel determinar que tampao,
aditivo e agente precipitante seriam os mais favordaveis e a partir dai proceder sucessivos
melhoramentos até se conseguir cristais adequados, ou ainda, em casos favordveis, obter cristais
adequados ja na primeira tentativa com as condi¢des padrdes. Dentro deste raciocinio a Dra. Jaru
Jancarick da UC Berkeleley propos o método da matriz esparsa (JANCARICK & KIM, 1991)
onde diversas condicdes diferentes sdo tentadas para se cristalizar a macromolécula bioldgica. O

numero de varidveis que afetam a cristalizacdo, tais como, concentragdo, temperatura, pH, forca
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i0nica, aditivos especificos e precipitantes, € grande e combinatéria; o ndmero total de possiveis
condi¢des de cristalizagdo a serem testadas, portanto, € tdo grande que uma procura completa
com todas as condi¢des em potencial seria invidvel. Kits comerciais, tais como Screens Hampton
Research, triam vérias condi¢des, e muitas vezes sdo o ponto de partida para o ensaios.
Adicionalmente, caracterizar a interacao proteina-ligante requer a obten¢ao de cristais em
que a macromolécula é complexada com o ligante. Para isso, proteina e ligante sdo misturados na
gota de modo que ambos interajam e se cristalizem juntos, num processo denominado de co-
cristalizacdo. Uma vez o ligante presente, o complexo proteina-ligante pode ainda ndo cristalizar
nas mesmas condi¢des experimentais que o cristal nativo, nem no mesmo grupo espacial. O
método de soaking, em que um cristal de proteina nativa (ndo complexada) ou é mergulhado ou
tem adicionado a gota uma solu¢d@o contendo o ligante para que ele se difunda no cristal, é
também uma alternativa, desde que a acessibilidade ao sitio de ligacdo ndo esteja bloqueada por

moléculas vizinhas.

2. Difracao em Raios X, coleta e processamento de dados

A coleta e o processamento dos dados a partir de difracdo do cristal em raios X é o
préximo passo no objetivo de se obter a estrutura. O sucesso desta etapa depende da qualidade
dos cristais e da fonte de radiacdo utilizada.

Nesta etapa, os cristais sdo caracterizados, ou seja, seus parametros de rede e suas
simetrias sdo determinados (Figura 18). O conhecimento das amplitudes e das fases permite a
reconstituicdo da densidade eletronica do cristal. Quando um cristal é colocado em um feixe de
raios X, a densidade eletronica de cada dtomo do cristal interage com a radiacao, dispersando-a
em todas as dire¢des do espaco. E a presenca de uma rede cristalina que amplifica a radiacdo

somente em determinadas dire¢des, dando origem ao padrao de difracdo caracteristico.
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Figura 18. Formagdo e caracteristicas de uma rede cristalina. Um cristal € um arranjo periddico de um motivo em
uma estrutura (A). Se este motivo se repetir em trés dimensdes, percebe-se a maneira mais simples para formar um

z

cristal. Muitas vezes o motivo, também conhecido como a unidade assimétrica, € submetido a uma série de
operagdes de simetria, rendendo diferente copias em orientacdo (B). Se ndo houver operacdes de simetria adicionais,
o conteddo da célula unitdria ja estd criado (C). O cristal € entdo construido a partir de células unitdrias organizadas
em uma rede tridimensional periddica (D) (Adaptado de Rupp, 2006).

As bases matemdticas e geométricas do processo de espalhamento foram feitas por
Bragg, Laue e Ewald no inicio do século (Figura 19 e 20). O cristal € girado em torno de um eixo
geralmente perpendicular ao feixe de raios X e os raios difratados sdo coletados em um detector,
normalmente CCD (charge-coupled device), capaz de gravar um grande ndmero de pontos
(spots) em um tempo de aquisi¢do bem curto. Cada imagem corresponde a uma rotagdo de 0,2-1°
grau e pode ser considerada uma "fatia" do espaco reciproco (Figura 20). A posi¢cdo de uma
reflexdo contém as informacdes sobre a geometria do grupo espacial e da rede cristalina,
enquanto que a intensidade I medida depende da distribuicdo da densidade eletronica na unidade

assimétrica.
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Figura 19. Visdo geral do modelo de Bragg, quando se trata de sequéncias de planos igualmente espagados, mas
composto por diferentes tipos de dtomos, separados por uma distdncia Ad. Essa separacdo geométrica cria diferencas
de fase dentro de um mesmo feixe difratado que provoca interferéncias e dao lugar a variacdes de intensidade
(dependendo da direcdo), o que permite obter informacdes sobre a estrutura dos dtomos que formam o cristal
(disponivel em http://www.xtal.iqfr.csic.es/Cristalografia/).

Cristais de macromoléculas s@o bastante sensiveis a raios X. Muitas vezes € necessario
utilizar vérios cristais para se obter um conjunto de dados que seja suficiente para prosseguir
com os proximos passos. A coleta deve ser feita preferencialmente com o cristal resfriado
instantaneamente num fluxo de nitrogénio gasoso a aproximadamente 100 K (criocristalografia).
Isto permite a reducdo dos efeitos danosos da radiacdo direta e aumenta o tempo de vida do
cristal. A distancia do detector ao cristal deve ser regulada de forma a chegar o mais préximo
possivel da melhor resolugao, limitada pela qualidade do cristal.

De posse das primeiras imagens, € possivel realizar a indexag@o e determinar o grupo
espacial, dimensdes e orientagdo da célula unitaria, além de estimar a mosaicidade. Esse passo é
necessdrio para planejar uma estratégia de coleta de dados eficiente, minimizando o tempo e
maximizando os resultados.

Na indexacdo, ocorre a identificagdo dos pontos e a determinagao do indice de Miller de
cada ponto. As imagens sdo analisadas utilizando programas como o MOSFLM (LESLIE, 1992),
que nos permitem dar a cada reflexdo seu indices de Miller (h, k, 1) e sua intensidade I associado
a um erro experimental cl. Todos as reflexdes sdo entdo integradas pelo programa, as
intensidades I sdo colocadas na mesma escala e convertidas a fatores de estrutura observadas

FObS‘
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Figura 20. Esfera de Ewald: rede reciproca e a geometria de difragdo. Num experimento real, o cristal € girado e,
portanto, a rede reciproca também gira. Apenas os pontos na rede reciproca que coincidem com a esfera de Ewald
sdo detectdveis na tela. Para coletar a maioria das reflexdes € preciso girar o cristal. Nem todas as reflexdes precisam
ser detectadas devido a geometria de espalhamento em combinagdo com os pardmetros de rede do cristal.

Devido a presencga de operacdes de simetria no cristal, algumas reflexdes parciais serdo
conectadas por simetria e, assim, terdo a mesma intensidade de difracdo. A concordancia entre
elas € dada pelo Rmerge. As informagdes necessdrias sobre a distribui¢do de densidade eletronica
no cristal estardo contidas na verdade em um ndmero reduzido de reflexdes, chamadas unicas. A
completeza é a percentagem de reflexdes unicas mensuradas. A relagdo entre as reflexdes totais
e Unicas dao a multiplicidade. Um terceiro parametro é a razdo entre a intensidade de uma
reflexdo e seu erro, I/cl. Essas trés grandezas, com a mdaxima resolucdo obtida, sdo os

parametros mais importantes para avaliar a qualidade de um conjunto de dados experimentais

processado.
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3. Refinamento e Determinaciao da Estrutura

O fator de estrutura € caracterizada pela sua amplitude e fase. Experimentalmente, a
frequéncia é conhecida, a amplitude estd disponivel, é proporcional a (D" (raiz quadrada da
medida da intensidade de reflexdo), mas a fase € desconhecida.

O conceito central de toda a teoria da difracdo € que o fator de estrutura é a transformada
de Fourier da distribuicdo de densidade eletronica no cristal. Pelas propriedades de uma
transformada de Fourier, o oposto também ¢é verdadeiro, ou seja, a densidade eletronica é a
transformada de Fourier do fator de estrutura, o que significa que pode-se teoricamente converter
dados cristalograficos e fazer a reconstru¢ao do contetido espacial da rede cristalina. O fator de
estrutura € caracterizado pela sua amplitude e fase. Experimentalmente, a frequéncia é

2 (raiz quadrada da medida da

conhecida, a amplitude estd disponivel, é proporcional a (I)
intensidade de reflexdo), mas a fase € desconhecida. Para calcular a densidade eletronica (p) em
um ponto do cristal xyz, deve-se somar a contribuicao de todas as ondas difratadas pelos planos
hkl (cuja amplitude dependerd do niimero de elétrons em cada plano), adicionadas da sua relacio

de fase:

p(xyz) = : Z Fu ‘ cxp(z Ay )cxp[— 2ni(hx + ky + !z}]

Durante uma coleta de dados de difragdo, pode-se medir a amplitude de cada reflexdo
Fhy, mas ndo a sua fase correspondente oy, que € invariavelmente perdida durante o
experimento de difracdo. Na verdade ainda ndo h4d nenhuma maneira para recombinar a
intensidade e a fase de um difratado de raios X. Diferentes métodos para resolver o problema da
fase foram entio desenvolvidos.

Existem basicamente trés métodos utilizados na resolu¢do da estrutura para solucionar o
problema das fases no caso das proteinas. O método da substitui¢io molecular, da substituicao
isomorfica e da dispersdo andmala.

A técnica mais utilizada para resolver o problema da fase € a substituicio molecular

(Molecular Replacement - MR). Esse método € baseado no principio de que macromoléculas

apresentam alta identidade sequencial, tendendo a se enovelar de forma bastante similar, e desta
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forma, uma proteina cuja estrutura ja tenha sido determinada, serve como um modelo inicial para
a obtencdo de um conjunto preliminar de fases que pode ser subsequentemente refinado. O
sucesso deste método estd no fato de hoje em dia existir um grande nimero de macromoléculas
que ja tem sua estrutura conhecida, mas o mesmo estd condicionado a disponibilidade de uma
estrutura (cristalina, RMN ou modelagem) com alta identidade. Em termos de similaridade de
sequéncia entre as duas proteinas, a aplicacdo da MR tem chance de sucesso se a identidade €, de
pelo menos, 25-30%, podendo haver excecdes. Em geral, a estrutura utilizada como modelo é
primeiro encaixada na nova rede com uma funcdo de rotacdo (método de Patterson), e uma vez
que as orientacdes favordaveis forem encontradas, sdo sujeitas a uma funcdo de translacdo,
tentando por a molécula corretamente orientada na rede. Os softwares disponiveis atualmente,
como MOLREP (CCP4) e PHASER (MCCOY et al, 2005) usam funcdes de pesquisa
automaticas, geralmente requerindo uma intervencdo minima do usudrio.

Uma vez que a estrutura foi posta em fase e que um primeiro modelo estd disponivel, o
proximo passo € o refinamento das posi¢des atdOmicas. Refinamento € o processo de encontrar
uma melhor concordancia entre 0 modelo proposto para a estrutura da molécula e a sua estrutura
real. Esta concordancia deve refletir numa igualdade entre os fatores de estrutura calculados
(Feae) € os fatores de estrutura observados (Fops). O acompanhamento da qualidade deste
processo € feito por meio do cdlculo do fator R (Rgyctor) durante o processo [somatério das
diferencas absolutas entre os fatores de estrutura observados (Fops) € os fatores de estrutura
calculados (F.,) sobre a somatdria dos fatores observados (MCREE, 1999)]. O objetivo é
minimizar as diferencas entre o F.y. € 0 Fops, tendo em conta as restricdes estruturais e
geométricas (comprimentos, angulos de ligacdo, torcdes, etc.) que sdo inerentes a natureza
molecular do modelo.

Para estruturas cristalogrificas de proteinas resolvidas a resolu¢do menor de 2,0 A,
espera-se que O Rgior atinja valores menores que 20%. Como 0 Rgycor pode ser minimizado
artificialmente, e levando em consideracdo a redundancia dos dados de raios X, uma pequena
porcentagem das reflexdes sdo excluidas do refinamento e utilizadas como um conjunto de teste
no cdlculo de um novo fator R chamado Rge, que € isento de minimizacdo artificial.
Normalmente 0 Rgee possui um valor um pouco mais alto que 0 Ryycor, €Xcedendo-o em até 5%

para estruturas refinadas a alta resolu¢do. Na pratica, os erros macroscépicos do modelo sdao
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sempre corrigidos "a mao" pelo cristalégrafo, que dispde para isso de softwares de modelagem
molecular, como o COOT (EMSLEY & COWTAN 2004).

Na etapa final do refinamento é feita a insercdo das moléculas de 4gua, usando o
programa COOT (EMSLEY & COWTAN, 2004). Para isso € gerado um mapa do tipo Fo — Fc,
que mostra as densidades ndo explicadas do mapa, que podem ser provenientes de moléculas de
dgua ou de ruidos. Com o objetivo de verificar a veracidade das moléculas de dgua inseridas, é
feito um refinamento do fator de vibracao térmica (b_factor) (DELATORRE & DE AZEVEDO,
2001), onde todas as moléculas que apresentaram b factor acima de 50,0 sdo excluidas, pois
provavelmente trata-se de picos de ruidos. Do mapa de densidade eletronica final (2Fo-Fc) é
verificada a concordancia com o modelo, o nimero de residuos de aminodcidos que apresentam
quebras na densidade eletronica da cadeia principal, as falhas nas densidades eletronicas das
cadeias laterais, o N-terminal e o C-terminal das cadeias.

A validacdo do modelo refinado é efetuada com softwares como o PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993), que analisam todos os pardmetros estruturais. Esse programa afere
as distancias ideais entre as ligagdes, os angulos de ligacao, os angulos diédricos e os contatos de
Van der Waals, usando para isso a comparacdo com proteinas modelos. Uma das saidas deste
programa € o grafico de Ramachandran, que afere as medidas dos angulos diédricos ® e ¥

sendo, portanto, um bom indicador da qualidade do modelo.

4. Resolucio da estrutura cristalina de PELa em complexo com oligossacarideos

4.1. Cristalizacao

Baseado nesses principios, a PELa foi submetida a dois screening de co-cristalizacao: um
primeiro com o trissacarideo (aManl-3(aManl-6)Man e um segundo com o heptassacarideo
simétrico GlcNAcB1-2Manal-3(GlcNAcB1-2Manal-6)Manf1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB-Asn.
Para ambos, seguiu-se essa estratégia.

A proteina purificada foi concentrada a 10 mg/mL em Tris-HCl1 50 mM pH 7,5, NaCl 0,15
M, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM e o oligossacarideo foi adicionado a uma concentracgdo final de 1
mM e deixado incubando em temperatura ambiente por 1 hora. A melhor condi¢do (pH, sal e
precipitantes) de formagao do cristal da proteina foi obtida através da realizagao de um “screen”

de cristalizacdo, que consiste no método da matriz esparsa inicialmente descrito por JANCARIK
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& KIM (1991). Para esta etapa foram utilizados os kits Crystal Screen 1 e 11 da Hampton. O
método de cristalizac@o utilizado foi o de difusdo de vapor, gota suspensa, utilizando placas de
cristalizacdo de 24 pocos. Foram colocados em cada poc¢o da placa de cristalizacao 500 uL da
condi¢@o do pogo e a gota foi composta por 1 uL da solugdo de proteina e 1 uL da condi¢dao do
poco. Os pogos foram vedados com silicone e deixados em repouso a temperatura de 20°C.

Ap6s a obtencdo de cristais numa determinada solu¢do pertencente ao kit do screen inicial,
otimizagdes dessas condi¢Oes de cristalizacdo poderam ser feitas, variando a concentracdo de
precipitante e o pH da solugdo, repetindo o método da difusdo de vapor. Essa otimizacdo visou
melhorar a condicdo de formagdo do cristal, produzindo assim, um cristal com caracteristicas

necessdrias para que ele possa ser mais bem difratado quando submetido a raios-x.

4.2. Coleta de dados em difraciao de raios X

A partir dos cristais obtidos, dois experimentos de difracdo de raios x foram realizados
utilizando-se co-cristais da lectina recombinante com o ligante trimanose, crescidos na condicao
42 do Crystal Screen 11 Kit Hampton (Tris 0,1 M pH 8,5, sulfato de amodnio 1,5 M, glicerol 12%
v/v); e com o ligante heptassacarideo, crescidos na condi¢do 48 do Crystal Screen II Kit
Hampton (Bicina 100 mM pH 9, PEG 20 K 10%, dioxano 2%).

Os cristais com trimanose foram inicialmente congelados em nitrogénio liquido (100 K),
ap6s imersdo rdpida na solugd@o crioprotetora com concentracdo final de glicerol 25% (v/v) em
solucdo precipitante. Os cristais foram transportados ao ESRF (European Synchrotron Radiation
Facility, Grenoble, Franca) e postos em linha para serem difratados na estacdo ID14-1, usando
um detector ADSC Q4R CCD (charge-coupled device). Um conjunto de dados de difragdo foi
coletado a 2,1 A de resolucao (1 A = 0,1 nm), no grupo espacial P2,2,2; (a= 42,62, b= 80,68, c=
148,76 A, a=P=y= 90,0°). Foram coletadas 140 imagens, com a placa de imagens a uma
distancia de 251 mm, aplicando uma dose com tempo de exposi¢do de 1,5 s e com oscilacio de
0,75°. Dados de difragdo foram indexados, integrados e escalonados usando o programa
MOSFLM (LESLIE, 1992) e SCALA (EVANS, 2006), e convertidos em fatores de estrutura
usando o conjunto de programas CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT,
1994).

Os cristais com heptassacarideo foram inicialmente congelados em nitrogénio liquido (100

K) apés imersdo rapida na solucdo crioprotetora com centragdo final de glicerol 30% (v/v) em
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solugdo precipitante. Os cristais foram transportados ao ESRF (European Synchrotron Radiation
Facility, Grenoble, Francga) e postos em linha para serem difratados na estacio BM30A, usando
um detector ADSC Q4R CCD (charge-coupled device). Um segundo conjunto de dados de
difracdo foi coletado a 1,6 A de resolucdo, no grupo espacial P2,2;2; (a= 51,40, b= 76,98, c=
125,59 A, a=B=y= 90°). Foram coletadas 91 imagens, com a placa de imagens a uma distincia
de 256,2 mm, aplicando uma dose com tempo de exposi¢ao de 10 s e com oscilagio de 1°. Dados
de difracdo foram indexados, integrados e escalonados usando o programa MOSFLM (LESLIE,
1992) e SCALA (EVANS, 1993), e convertidos em fatores de estrutura usando o conjunto de
programas CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT, 1994).

4.3. Substituicao Molecular

Para o primeiro conjunto de dados (PELa_trim), inicialmente foi feito um alinhamento
para andlise de similaridade e identidade entre a sequéncia primadria da lectina recombinante com
o banco de dados de proteinas depositadas no Nacional Center of Biotechnology Information
(NCBI), utilizando a ferramenta BLAST. Do resultado desta andlise, foi escolhida como a
proteina com maior identidade e similaridade a lectina de Pterocarpus angolensis (PDB : 1N30).
A partir de suas coordenadas como modelo, foi feita a substituicdo molecular, que consistiu em
calcular o posicionamento do modelo com a molécula real através de movimentos de rotagdo e
translacdo. Esse célculo foi feito pelo programa PHASER (MCCOY et al., 2005) e a escolha do
modelo ideal foi feita pela andlise dos valores de log-likelihood gain, RFZ e TFZ fornecidos pelo
programa. Para o segundo conjunto de dados (PELa_hept), utilizou-se como modelos as

coordenadas da estrutura de PELa em complexo com trimanose (PDB: 3ZVX).

4.4. Refinamento e Validacao

Apoés a substituicdo molecular, a estrutura obtida foi submetida a refinamentos de corpo
rigido e refinamentos posicionais para um melhor ajuste da molécula na unidade assimétrica
através do uso do programa REFMACS (MURSHUDOV et al., 1997), parte integrante do pacote

CCP4. A finalidade deste refinamento foi encontrar uma melhor concordancia entre o modelo
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proposto e a estrutura real da molécula, colocando o modelo na mesma posi¢ao que a molécula
real ocupa na sua rede cristalina. Para avaliar os resultados dos cdlculos do refinamento foram
observados os valores de Ryior € Rfee. O fator da estrutura foi calculado de acordo com o
espalhamento de onda, em uma determinada direc¢do e intensidade, no espaco reciproco definido
pelos indices de Miller. Na obtencdo de um modelo apds substituicdo molecular com Rgycor
inicial de 40% um bom refinamento possui valores de Ry, €m torno de 20% e R variando até
em 5% desse mesmo valor.

Posteriormente foram adicionadas as moléculas de agua utilizando-se o prgrama REFMAC,
seguido de um novo refinamento, e cada estrutura foi submetida a validacdo pelo programa
MolProbity (DAVIS et al., 2007), que avalia os angulos, a estereoquimica e as distancias
interatdmicas. A avaliacdo da posi¢do dos aminodcidos em relacdo as regides permissiveis foi
feita pelo grafico de Ramachandran. As coordenadas foram depositadas no Protein Data Bank
nos cédigos 3ZVX e 3ZYR. Todas as figuras foram feitas utilizando os programas PyMol
(DELANO, 2002) e LigPlot (WALLACE et al., 1995).
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Capitulo 3:

Clonagem e expressao heterdloga de
uma lectina de sementes de

Platypodium elegans (PELa)

Esse capitulo retine os principais resultados concernente a metodologia desenvolvida para
a clonagem e descri¢do do gene de PELa, sua produgdo heter6loga no sistema E. coli, assim

como a obtencdo da proteina recombinante purificada e ativa.
1. Extracao e analise do RNA total de sementes de P. elegans

A extracdo do RNA € o passo fundamental para andlises moleculares do transcriptoma, tanto
por meio de bibliotecas de cDNA, RT-PCR como por RTqPCR. E imprescindivel o
estabelecimento de um protocolo de forma a obter um material com qualidade e em quantidade
necessdrias para esses estudos. A principal preocupacdo na extracio de RNA consistiu na
prevencdo de sua degradacdo por ribonucleases (RNAses), que sdo enzimas extremamente
resistentes a varios tratamentos, inclusive térmicos.

O RNA total extraido de um grama de sementes maduras de P. elegans pelo kit Plant RNA
Reagent (Invitrogen) apresentou um rendimento de 238,6 ng/mL, com um perfil eletroforético

mostrado na figura 21, apresentando um pequeno grau de degradag@o.
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Figura 21. Eletroforese em gel de agarose (1%). Extragdo do RNA total de sementes de P. elegans. 1. RNA total. 2.

Marcadores moleculares (kbp).

Apesar da qualidade nao ter sido excelente, a partir dessa extracdo foi possivel, por

transcricdo reversa, amplificar regides especificas ¢cDNA utilizado em ambas as estratégias

RACE.

A tabela 7 retne todos os iniciadores (primers) utilizados nesse estudo:

Tabela 7. Lista dos iniciadores (primers) utilizados nesse estudo.

Iniciador Sequéncia (aa)
Tipo 5’- Sequéncia — 3’* Passo
(primer) Correspondente
PLATI1 senso TN GCN GTN GAR TTY GAY AC (VIL/HAVEFDT | 3’-RACE
PLAT2 senso CAY ATH GGN ATH GAY GTN AA HIGIDVN 3’-RACE
PLAT3 | antisenso TGATATAGAGATCCCTCTGGA SRGISIS 5’-RACE
AP antisenso | GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT - 3’-RACE
AAP senso GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIGGGIIG - 5’-RACE
PLAT4 clonagem
senso GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC MLLNRA
(Ndel) pET-29a
PLATS clonagem
antisenso GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC LARDM Stop
(HindIlI) pET-29a

*R, Y, e N indicam (A ou G), (C ou T), e (A, C, G ou T), respectivamente. I, 4cido inosidico. As sequéncias

sublinhadas indicam as posi¢des dos sitios para Ndel ou HindIII.
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2. Estrutura, caracterizacao e clonagem do mRNA de PELa

2.1. Produto 3’RACE

Dois experimentos 3° RACE foram realizados. A reacdo de RT-PCR usando um dos
oligonucleotidios degenerados (PLAT1 ou PLAT?2) para a sequéncia codificadora da lectina em
associacdo com o oligodT (Adapter prime) resultou na amplificacdo do cDNA em diferentes
comprimentos. Bandas eletroforéticas de aproximadamente 500 e 550 pb foram observadas para
as amplificacdes feitas na presenca de PLAT1 e PLAT?2, respectivamente (Figura 22). O
resultado foi coerente com o esperado, pois a sequéncia codificadora deveria possuir em torno de
400 e 350 pb (referente as posicdes de anelamento de PLAT1 e PLAT2, respectivamente), fora

as demais estruturas esperadas em extremidades 3’ de mRNA (regido 3’ ndo codificadora e

cauda poliA).

11T T T
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300
=50
X0
171
1o
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Figura 22. Eletroforese em gel de Agarose (1,2%). Produtos 3’RACE. 1. Marcadores moleculares (pb). 2.
Amplificacdo na presenga de PLATI. 3. Amplificacdo na presenca de PLAT2.

Ap6s purificacdo da banda eletroforética e reamplificacdo, somente o amplificado por

PLAT2 obteve um bom perfil eletroforético (Figura 23), sendo submetido a clonagem em

pPGEM-t easy e posterior sequenciamento.
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Figura 23. Eletroforese em gel de Agarose (1,2%). 1. Produto 3’ RACE purificado e reamplificado. 2. Marcadores
moleculares (kpb).

O sequenciamento do produto 3° RACE amplificado pelos oligonucleotidios PLAT2 e
oligodT (AP) revelou a presenca de uma regido codificadora de 321 nucleotideos terminada por
um cédon stop, uma regido 3’ nao codificadora de 165 nucleotidios e uma cauda poliA com 27
nucleotidios em extensdo. O inicio da sequéncia da regidao ndo codificadora foi utilizado para
desenhar um oligonucleotidio especifico (PLAT3) a ser usado na estratégia 5° RACE. A andlise

da sequéncia completa do mRNA codificador da lectina de P. elegans é feita nas figuras 25 e 26.

2.2. Produto 5° RACE

Utilizando-se os oligonucleotideos PLAT3 e oligodG (AAP), o primeiro se anelando a
regido 3’ correspondente do mRNA e o segundo a cauga poliC extendida na regido 5’do cDNA,
foi possivel amplificar o produto S’RACE. A andlise em eletroforese de gel de agarose (1%)
desse produto revelou uma banda em torno de 800 pb (Figura 24).

Ap6s ligagio em pGEM-T easy e sequenciamento, o produto 5° RACE revelou a
estrutura restante do mRNA, cuja sequéncia codificadora apresentou 786 nucleotideos, com um
codon de iniciagdo (start) e uma sequéncia de 15 pb na regido 5’ndo codificadora (localizada
logo depois da sequéncia poliG complementar a cauda poliC extendida no cDNA pelo método).
A andlise da sequéncia completa do mRNA codificador da lectina de P. elegans é feita nas

figuras 25 e 26.
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Figura 24. Eletroforese em gel de Agarose (1%). Produto 5° RACE. 1. Marcadores moleculares (kpb). 2. Produto 5’
RACE purificado e reamplificado.

2.3. Estrutura e caracterizacio do mRNA de PELa

A figura 25 retine a estrutura completa do mRNA codificador da lectina de P. elegans,
deduzida a partir dos produtos gerados pelas estratégias 3’ e 5° RACE: a regido codificadora,
com 786 nucleotidios, incluindo uma sequéncia ATG iniciadora (start) e uma sequéncia TGA de
parada (stop), além das regides 3’ e 5° ndo codificadoras e da cauda poliA, caracteristica de
mRNA.

A partir da determinagdo desta sequéncia, foi possivel tracar a estratégia de clonagem
desse mRNA no vetor de expressdo pET-29a, gragas ao desenho de iniciadores (PLAT4 e
PLATS) que flanqueassem as extremidades da sequéncia, adicionada de sitios para enzimas de
restricdo proprios para a estratégia (Ndel e HindlIl). A sequéncia nucleotidica codificadora

completa esta representada na figura 26.
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Figura 25. Estrutura completa do mRNA codificante para a

nucleotidios), deduzida a partir dos produtos 3’ ¢ 5 RACE. UTR:
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Figura 26. Sequéncia nucleotidica codificadora do mRNA da lectina de P. elegans. A sequéncia correspondente ao
anelamento dos iniciadores PLAT 1, PLAT2, PLAT 3, PLAT4 e PLATS estido exibidos nas setas azul, vermelha,
verde, laranja e lilds, respectivamente. PLAT4 e PLATS contém sitios de restrigdo a endonucleases (Ndel and
Hindlll, respectivamente). Cédons de iniciacdo (start) e de parada (stop) evidenciados em vermelho e sublinhados.
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3. Determinacio da sequéncia protéica e Alinhamento com lectinas de leguminosas

A partir da sequéncia de aminodcidos de uma proteina, podem-se fazer predi¢cdes a cerca
de modifica¢cdes pds-traducionais na sequéncia protéica, estruturas secundarias, tercidrias e até
mesmo quaterndrias, em interagdes com outras cadeias. Os resultados gerados guiam o trabalho
experimental e fornecem subsidios para perguntas bioldgicas pertinentes a proteina analisada.

A partir do software ProtParam (GASTEIGE et al., 2005), que computa vdrias
propriedades fisico-quimicas deduziveis da sequéncia protéica, obteve-se valores uteis como o pl
tedrico (ponto isoelétrico), o coeficiente de extingao (soma dos coeficientes de extingdo molar
dos residuos de Tirosina, Triptofano e Cisteina), € a massa molecular.

A sequéncia protéica da lectina de P. elegans, deduzida a partir da sequéncia nucleotidica
de seu mRNA, com 261 aminodcidos, massa molecular de 29287,5 Da, pl tedrico de 5,73 e
coeficiente de extingdo molar de 36440 M'cem™! (280 nm, abs 0,1% = 1,244) esta apresentada
na figura 27, sendo evidenciado provaveis sitios de N-glicosilacdo, preditos pela sequéncia.

A N-glicosilagdo consiste na fixacdo de uma molécula de agicar no grupo —NH, da
cadeia lateral de um residuo de Asn em uma das sequéncias consenso seguintes: Asn-X-Ser e
Asn-X-Thr (e em alguns casos raros, Asn-X-Cys), onde X pode ser qualquer aminodcido, exceto
prolina (BAUSE & LEGLER, 1981). Essas sequéncias sdo conhecidas como tripeptideo sequon.

Por muitos anos, pensava-se que a N-glicosilacdo estava presente apenas em eucariotas.
Mas hoje, proteinas N-glicosiladas em procariotos € um fato (SCHAFFER et al., 2001). Em
eucariotos, a N-glicosilagdo protéica ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) (HELENIUS &
AEBI, 2001). Os trés provaveis sitios marcados na sequéncia de PELa, nas posi¢des 7, 127 e
186, podem apresentar-se glicosilados na lectina sendo expressa em sua fonte natural, uma vez
que se encontrem na superficie da lectina. O atual sistema de expressdo utilizado, células de E.
coli BL21, ndo apresenta aparato para realizar modificagdes pos-traducionais como a N-
glicosilagao.

Em relagdo a presenca de uma sequéncia peptidio sinal, apds uma andlise de previsdo

pelo software SinalP 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), ndo foi prevista nenhuma

sequéncia caracteristica (NIELSEN et al., 1997). Comparando com sequéncias de outras lectinas

de leguminosas, € possivel identificar sequéncias relacionadas ao peptideo sinal em andlises de
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genes de PHA, PNA e PAL envolvendo um sitio para clivagem (VOELKER et al., 1986; VAN

EIJSDEN et al., 1992; LORIS et al., 2004).
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. Provaveis

A sequéncia protéica de PELa apresentou similaridades com outras lectinas de

leguminosas. PELa teve o maior nivel de identidade de sequéncia (82%) com a lectina Man/Glc

especifica de Pterocarpus rotundifolium (nimero de acesso: AATS57665), seguida das lectinas

Man/Glc especificas de Pterocarpus angolensis (nimero de acesso: CAD19804 ), e de Arachis

hypogae (ntimero de acesso: AAA74572), com identidades de sequéncia de 76 e 70%,

respectivamente. Apds a alinhamento com lectinas de leguminosas relacionandas que apresentam
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estruturas cristalinas determinadas (Figura 28), foi possivel observar na sequéncia da lectina de
P. elegans regides bastante conservadas em relacdo ao sitio de ligagdo a metais e sitio de ligagdo
a carboidratos, assim como as cinco voltas descritas como integrantes do sitio de ligacdo a

carboidratos (LORIS et al., 1998; SHARMA & SUROLIA, 1997).

P _elegans

alegans
angolensis
ensiformis
peeudoacacia
corall odendron

hypogae gal

¥mEEnem

n

elegans

T
]

elegans
angolensis
ensiformis

R _pseudoacacia
E_corallodendron
A_hypogae gal

nwmo
RN
Fe] N W W W A

]

elagans

elegans
angolensis
ensiformis
pseudcacacia
corallodendron
hypogae gal

L L

'

elegans

alegans
angolensis
ensiformis
peeudoacacia
corallodendron
hypogae gal

P LY

fo

elegans

elegans
angolensis
_ensiformis

R pseudoacacia
E_corallodendron

A_hypogas gal

nwow

Figura 28. Alinhamento de sequéncias polipeptidicas de lectinas de leguminosas. O alinhamento e a
predicdo de estruturas secunddrias foi adquirido utilizando o programa webESPript (GOUET et al., 1999). Os dados
de sequéncia foram obtidos pelo Entrez (cross-database search, banco de dados para sequéncias protéicas).
Nuameros ID: AEK69351 (Platypodium elegans lectin), CAD19804 (Pterocarpus angolensis lectin), CAA25787
(Canavalia ensiformes lectin), BAA36415 (Robinia pseudocacia lectin) e CAA36986 (Erythrina collarodendrom
lectin) e 2_PEL_A (Arachis hypogaea lectin). Pontos verdes evidenciam residuos envolvidos no sitio de ligagdo a
metais e pontos azuis os residuos do sitio de ligacdo a carboidrato em PELa; em blocos verdes, as cinco voltas
envolvidas no sitio de ligacdo a carboidrato de PELa a oligossacarideo.
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Ambas as sequéncias nucleotidica e polipeptidica da lectina de P. elegans foram
depositadas no Genbank, podendo ser acessadas através dos codigos JN133278 e AEK69351,

respectivamente.

4. Clonagem no vetor de expressao pET-29a e transformacao em células de E. coli BL.21

A amplificacdo do produto 5° RACE com os iniciadores PLAT4 e PLAS, apds
purificacdo, procedimento de clonagem em pET-29a e subsequente sequenciamento, teve sua
sequéncia avaliada e confirmada como correta. O plasmideo recombinante foi entdao utilizado
para transformar células competentes de E. coli BL21, cujos clones positivos foram selecionados
e submetidos a extracao do plasmideo para validacao da transformacao.

Durante o procedimento de validagdo da transformacdo em células de E. coli BL21, a
digestdo do plasmideo com as enzimas Ndel e HindlIll resultou na liberacio de um fragmento
especifico ao tamanho esperado, em torno de 750 pb (Figura 29), confirmando a eficiéncia da

transformacao.

Figura 29. Validacdo da transformacdo de células de E. coli com o plasmideo pET-29a_PELa. 1. Marcadores
molecurares (kpb). 2. Controle negativo. 3. Plasmideo apds digestdo com Ndel e HindIIl.

Ap6s a validagdo, clones positivos foram submetidos a indugdo da expressao da proteina.
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5. Inducao e Expressao de PELa

A figura 30 apresenta uma eletroforese em 12% das proteinas totais extraidas das células
de E. coli BL21 transformadas com o plasmideo pET-29a_PELa, apds indugdo da expressiao a
30°C com IPTG 0,5 mM por um peridodo de 4 horas. O aumento da expressdo protéica ao longo
do periodo de indugdo ¢ evidente, ocorrendo um aumento especifico de uma banda em torno de
29 kDa, tamanho referente ao esperado, excluindo a possibilidade da mesma ter sofrido algum

processamento proteolitico.

Figura 30. SDS-PAGE 12% de extrato de células de E. coli BL21 induzidas com IPTG 0,5 mM. 1. Marcadores
moleculares (kDa). 2. Extrato celular apés O hora de inducdo. 3. Apés 1 hora. 4. Apds 2 horas. 5. Apds 3 horas. 6.
Ap6s 4 horas.

ApOs expressar a proteina, testamos a sua solubilidade. Apds lise celular, a presenca de
PELa foi constatada na fracdo insolivel dos extratos de bactérias induzidas por IPTG (Figura
31). E possivel visualizar uma banda prepoderante presente na fragio insolivel (corpos de

inclusdo), correspondente aquela presente em extrato celular induzido.
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Figura 31. SDS-PAGE 12% do extrato celular de E. coli BL21 apés indugido e ruptura. 1. Marcadores moleculares
(kDa). 2, 3 e 4. Extrato celular apds 0, 1 e 4 horas de indugdo, respectivamente. 5. Fragcdo celular insolivel (corpos
de inclusdo). 6. Fracdo celular solivel
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N3ao se pode prever, com exatiddo, quais proteinas serdo expressas de forma solivel em
E. coli. A formacdo de corpos de inclusdo pode ser influenciada por vdrios fatores, incluindo a
natureza da proteina, a célula hospedeira, as condicdes de crescimento e indugdo e o nivel de
expressdo resultante da escolha do vetor. Mesmo com outras temperaturas e concentracdes de
indutor testadas no experimento, nio foi possivel obter a proteina recombinante na fracdo solivel
do extrato celular. Seguiu-se, portanto, a estratégia de purifici-la a partir de corpos de inclusdo,

pos-refolding (renaturacio).
6. Refolding e Purificacao de PELa
O teste de solubilidade foi realizado para verificar se PELa estava presente na fra¢do
solivel ou insolivel do extrato das proteinas totais bacterianas. Com o tampao de lise utilizado, a

proteina recombinante permaneceu no sedimento, no qual estavam as proteinas insoluveis. Este

experimento permitiu definir que a purificacdo de PELa deveria ser sob condi¢des desnaturantes.
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Foram utilizados 2 L de cultura bacteriana contendo a constru¢ao pET-29a_PELa para a
expressao da proteina com a finalidade de purificd-la. Como n@o houve alteracdo nos niveis de
expressdo da proteina recombinante apés 4h, a inducdo com IPTG foi feita durante este periodo.
Ao fim da inducdo, as células foram precipitadas e cada 1 grama de precipitato celular foi
aliquotado individualmente (armazenagem a -20 °C).

Para a purificacdo dos corpos de inclusdo, posteriormente, cada 1 grama de bactérias
precipitadas foi lisado e submetido a duas centrifugacdes/lavagens sucessivas na presenca de
Tris-HC1 50 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M, Uréia 4 M, , EDTA 1 mM, deoxicolato 1 mg/mL. Esse
passo foi util para remover restos celulares, proteinas (principalmente proteases) adsorvidas,
contaminantes em geral, ji4 que nessa condi¢do ainda ndo havia proteina recombinante
solubilizada.

Os corpos de inclusdo foram em seguida solubilizados em Tris-HC1 50 mM pH 8,0, Uréia
8 M, DTT 10 mM e, apds ajuste da concentragio protéica para 1 mg/mL, submetido ao processo
de renaturacdo (refolding). A renaturacdo foi obtida diluindo-se 20 vezes a preparacdo protéica
de forma lenta e em agitacdo no tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 240 mM, MnCl, 2 mM,
CaCl; 2 mM, KCI1 10 mM, DTT 1 mM, incubando a suspensio formada a 10 °C. Apés 1 hora, a
fracdo renaturada encontrava-se solubilizada, enquanto que uma fracdo ndo corretamente
renaturada insolivel formava uma suspensdo turva, a qual foi descartada apés uma filtragao
simples.

A purificacdo da proteina recombinante renaturada foi feita através de uma coluna de
afinidade manose-agarose (Sigma). O cromatograma obtido representa a passagem de toda a
amostra renaturada pela coluna de afinidade, onde € possivel visualizar a fra¢do referente a
eluicdo na presenca de manose 200 mM e sua absorbancia correspondente a 280 nm (Figura 32).
Foi possivel visualizar uma fragdo nao retida a matriz cromatografica, correspondente a provavel
proteina pés-renaturacdo ainda ma enovelada, ndo apresentando sitio de ligacdo a carboidrato em
conformagdo ativa.

Todas as fragdes obtidas foram analisadas em SDS-PAGE (Figura 33), juntamente com
todos os passos do reenovelamento. A andalise por SDS-PAGE indicou uma massa molecular em
torno de 29 kDa, bem correspondente a massa molecular tedrica calculada a partir da sequéncia
primdria. A partir de cada litro de cultura bacteriana foi possivel obter cerca de 5 mg de proteina

recombinante. As fracdes obtidas dessa purificagdo foram concentradas e/ou dessalinizadas para
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as condicdes requeridas de cada andlise posterior por ultrafiltracdo (Vivaspin, cutoff 10 kDa; GE

Healthcare), e depois devidamente armazenadas a 4 °C.
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Figura 32. Cromatografia de afinidade em matriz de Manose-Agarose: Purificacdo de PELa pés-refolding. Proteina
pOs-refolding a partir de 1 grama de precipitado celular foi aplicado em 1 mL de gel pré-equilibrado com Tris -HCI
50 mM pH 7,5, NaCl 240 mM, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM. Fragdo retida foi eluida com a adi¢do de manose 200
mM, representada pela seta. Fragdes coletadas (1 mL) foram monitoradas por absorbancia a 280 nm.
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Figura 33. SDS-PAGE 12%: refolding e purificagdo de PELa. 1, 8. Marcadores moleculares (kDa). 2. Extrato
celular antes da inducdo com IPTG. 3. Extrato celular apds 4 horas de inducdo com IPTG. 4. Fragdo soldvel pos lise.
5, 6. Lavagens corpos de inclusdo com uréia 4 M. 7, 9. Fracdo insolidvel (corpos de inclusdo) solubilizada em uréia 8
M. 10. PELa pés-refolding. 11. Fracdo ndo retida a matriz de Manose-agarose. 12, 13. Fragdes retidas eluidas com
manose 200 mM. 14. PELa purificada e concentrada a 3 mg/mL.
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Capitulo 4:
Estudo das propriedades

hemaglutinantes, especifidade e

afinidade da lectina PELa

Os resultados agrupados nesse capitulo descrevem a funcionalidade, assim como a
especificidade de PELa e sua afinidade frente a alguns oligossacarideos, fazendo sempre que

possivel uma comparacdo com outras lectinas da mesma familia analisadas de forma semelhante.

1. Propriedades hemaglutinantes de PELa

Para confirmar o correto enovelamento e funcionalidade de PELa obtida pos-
reenovelamento e purificagdo, ensaios de hemaglutinacdo com uma suspensdo de hemdcias de
coelho a 2% em solugdo salina foram realizados como um experimento rdpido, de fécil
visualizagdo e conclusivo.

A figura 34 mostra as propriedades hemaglutinantes de PELa purificada e concentrada a
partir de 1,5 mg/mL. A partir de diluigdes seriadas, foi possivel calcular a quantidade de
unidades de hemaglutinagdo em solu¢do (UH/mL), em detrimento da concentragdo protéica.
Considerou-se o equivalente a 1 UH/mL a ultima diluicdo que ainda apresentava hemaglutinacao
nitida macroscopicamente (2" = 128 UH/mL), em relacdo ao controle negativo (-). A proteina
recombinante apresentou, portanto, 1 UH/mL para 23 ug/mL de proteina (atividade especifica de
42 UH/mgP).

Os resultados mostram que PELa possui propriedades hemaglutinantes, confirmando o

enovelamento correto e o estado funcional da proteina.
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1 UH/mL
— 3 0,023 mg/mL

Figura 34. Hemaglutinagdo de hemacias de coelho por PELa. (-) Controle negativo, sem lectina.

A proteina recombinante mostrou-se ativa somente apds a purificagdo em manose-
agarose. Com esse procedimento, foi possivel confirmar o estado ativo de todas as preparagdes
provenientes de reenovelamento, purificagdo e ultrafiltragdo, para serem utilizadas e analisadas

nos demais experimentos.

2. Estudos de especificidade e afinidade na interacao lectina-carboidrato em PELa

Lectinas de vegetais apresentam a capacidade de reconhecer especificamente mono e
oligossacarideos inexistente em seus vegetais de origem, mas abundantes em outros organismos,
0 que juntamente com a resisténcia destacada a protedlise e estabilidade mediante variagdes
considerdveis de temperatura e pH, reforcam a idéia do envolvimento de tais proteinas na funcio
de defesa do vegetal. Portanto, a especificidade encontrada em lectinas vegetais, encontra-se
direcionada para carboidratos presentes em potenciais patégenos, como bactérias, virus e fungos,
e parasitas, como insetos, animais, etc., cujas membranas celulares e/ou estruturas externas
possuem expostos ligantes em potencial as lectinas vegetais. Nesse contexto, o conhecimento dos
receptores oligossacaridicos torna-se de suma importancia para a compreensao do mecanismo de
interacdo com esses ligantes naturais, e para a concep¢do de glicomiméticos que permitam
manipular essa interagao.

As técnicas de glycan array e microcalorimetria isotérmica de titulacdo (ITC) foram
utilizadas nesse estudo respectivamente para identificar a especificidade fina e caracterizar a

afinidade da lectina recombinante de P. elegans para varios oligossacarideos de interesse.
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2.1. Estudos de especificidade por Glycan Array

Os métodos de andlise de especificidade disponivel no Consortium for Functional
Glycomics (CFC) permitiram testar um grande nimero de oligossacarideos. PELa foi marcada
com o fluoréforo Alexa Fluor 488 e enviada para andlise. Mais de 450 oligossacarideos naturais
foram testados pelo método de Glycan Array. Trés concentragdes diferentes de lectina foram
testadas 50, 10 e 1 pg/mL. Os resultados obtidos para PELa foram de 6tima qualidade, mesmo a
uma baixa concentragdo (10 pg/mL). A comparacdo entre os resultados obtidos nas trés
concentracdes diferente permite uma andlise semi-quantitativa para os oligossacarideos mais
interessantes (Figura 35).

Os dados observados mostraram uma especificidade marcante da lectina por glicanos
complexos biantenados, o que agrupa quase todos os 14 principais compostos (A-N) em destaque
na figura 35. Os tipos oligomanose (A a D) e biantenados e simétricos (G a L) sdo bem
reconhecidos, mas uma preferéncia nata surge por glicanos assimétricos, apresentando um braco
curto com apenas uma manose na ramificagdo al-6 e um brago longo com pelo menos uma
manose € um GIcNAc na ramificacio al-3 (compostos E e F), facilmente observado pela
fluorescéncia relativa alta medida no experimento com esses compostos. A preferéncia pelos
glicanos assimétricos € conservada nas trés concentragdes testadas da lectina (50, 10 e 1 ug/mL).
A influéncia do &cido sidlico terminal no braco 1-6 parece ser moderada, uma vez que oOs
oligossacarideos E e F possuem respostas equivalente na concentracdo mais baixa testada. A
comparacdo da fluorescéncia obtida pelos oligossacarideos E e M, assim como F e N,
demonstram claramente que a adi¢do de um GlcNAc no brago 1-6 diminue significativamente a

afinidade pela lectina.
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Figura 35. Glycan array. Superior: ligacdo de PELa marcada (10 pg/mL) a todos os carboidratos disponiveis do
glycan array (1 a 461) versus RFU (unidades relativas de fluorescéncia). Inferior: comparagdo da ligagdo em trés
diferentes concentra¢des da lectina (verde 50 pg/mL, laranja 10 pg/ml, violeta 1 pg/ml). Resultado completo
incluindo a lista de oligossacarideos compreendidos disponivel a partir do Consortium of Functional Glycomics
(http://www.functionalglycomics.org/).
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Outras lectinas de leguminosas também tiveram suas especificidades analisadas por

experimentos de Glycan Array, também disponiveis em http://www.functionalglycomics.org/.

Entre elas, encontram-se ConA, PSA, DGL e LCA, todas Man/Glc especificas, que apresentaram
uma preferéncia maior a N-glicanos do tipo oligomanose, seguida de uma especificidade
intermedidria a glicanos biantenados, e depois, mais fracamente, para glicanos assimétricos.

Esses dados obtidos permitiram descrever PELa como uma lectina que apresenta uma
especificidade rara ndo-usual por glicanos assimétricos, claramente diferente de outras lectinas
de leguminosas Man/Glc especificas da familia da ConA.

Os experimentos de microcalorimetria e de cristalografia envolveram andlises tanto de
compostos usuais como de ndo-usuais, para tentar explicar as bases moleculares e

termodindmicas para esse comportamento.

2.2. Estudos de afinidade por microcalorimetria (ITC):

A fim de melhor caracterizar as interagdes entre PELa e oligossacarideos, os valores de
K, e os parametros termodinamicos de ligacdo foram determinados utilizando microcalorimetria
de titulacdo, um método que é adequado para a caracterizacdo das interagdes proteina-
carboidrato (DAM & BREWER, 2002).

A microcalorimetria isotérmica de titulacao (ITC) foi utilizada para melhor caracterizar
as interagdes de duas moléculas mais interessantes de dois grupos de especificidade com a
lectina: um heptassacarideo biantenado simétrico e um assimétrico (compostos H e E,
respectivamente).

Os oligossacarideos H e E, respectivamente um simétrico apresentando dois bragos
terminando com GIcNAc, e um assimétrico apresentando uma manose isolado no brago 1-6 e um
trissacarideo fGall-4BGlcNAc1-2aMan no brago 1-3, foram fornecidos em uma forma ligada a
asparagina pelo colaborador do trabalho Carlo Unverzagt (Univ. Baireut, Alemanha). A por¢ao
oligossacaridica desses compostos correspondentes a H e E estd representada na figura 36. A
afinidade entre PELa e os oligossacarideos foi estimada por microcalorimetria de titulacdo
através da medicao do calor liberado em cada injecdo de aliquotas do ligante na célula que

contém a proteina.
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Figura 36. Compostos H (heptassacarideo simétrico) e E (heptassacarideo assimétrico) em suas formas ligadas a
Asn, utilizados nos experimentos de microcalorimetria.

Nesse experimento, utilisando um modelo simples de um oligossacarideo por mondmero,
foi possivel determinar que os dois oligossacarideos se ligam a PELa com afinidades similares,
com um Ky em torno de 5 UM, que € considerada uma afinidade forte para uma interacao
proteina-carboidrato. Para o composto H, uma melhor curva é obtida utilizando-se um modelo de
dois sitios (figura 37), o que indica que cada brago do heptassacarideo simétrico pode se ligar a
lectina, mas com afinidades distintas, embora ndo tenha sido possivel determinar de modo
quantitativo as afinidades dos dois sitios.

O estudo cristalogréfico da interacao entre PELa e o heptassacarideo simétrico (composto
H), descrito no préximo capitulo em detalhes, mostra que qualquer manose (ligadas a manose
central nas posicdes 3 ou 6) podem vir a ocupar o sitio principal, o que pode explicar o modelo

de dois sitios.
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Figura 37. Curva de microcalorimetria obtida para PELa (0,06 mM) com o heptassacarideo simétrico H
(0,775 mM). Termograma a esquerda e integragdo e ajustamento ao modelo com dois sitios a direita.

Curvas de titulacdo comparativas foram obtidas para a ligacao de PELa aos composto E e
H (Figura 38) e os dados termodinamicos relativos a cada interagao estdo reunidos na Tabela 8,

utilizando-se o modelo de um sitio.

Tabela 8. Dados de ITC para a ligagao dos oligassacarideos a PELa. Todos os valores mensurados sdo dados como
uma média de pelo menos dois experimentos. Desvio-padrao < 0,03 para valores de n e < 5% para demais valores.

Ligante |K,(10°M™")| K;(uM) n AG (kJ/mol) |-AH (kJ/mol)| -TAS (kJ/mol)
1,06
Composto H 0,22 4.4 (0,3) 06) 30,6 23,0 (0,3) 7,6 (0,4)
Composto E 0,16 6,0 (0,2) 1 29.8 59,3 (1,8) 29.4 (1,8)

A afinidade de PELa pelos dois oligossacarideos testados (K,) é de uma ordem de
grandeza elevada (uM) quando comparada a outras intera¢des lectina-acicar em leguminosas.
As tunicas atividades lectinicas de afinidade compardveis foram obtidas com oligossacarideos,
envolvendo as lectinas PAL e ConA (GARCIA-PINO et al 2007;. MANDAL et al., 1994, BUTS
et al., 2006), mostrando afinidades de ordem micromolar por oligossacarideos (ConA-

trimanose : Kg = 30 uM ; PAL-trimanose : K4 = 16 uM ; PAL-biantenne : K4 = 16 uM).
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Figura 38. Curvas de microcalorimetria obtidas para PELa (0,6 mM) e os oligossacarideos H (0,775 mM, a
esquerda) e E (0,45 mM, a direita) em tampdo Tris (pH 7,6) a 25 °C. Acima, termogramas obtidos de 30 injecdes
automadticas de 10 pl de cada agicar na célula contendo PELa. Abaixo, a integracdo do calor total liberado em
funcao da titulagdo do ligante. A linha continua representa o melhor ajuste para os dados obtidos para um modelo de
um sitio.

A afinidade entre o oligossacarideo H e a lectina PELa € ainda 1,36 vezes superior a
afinidade apresentada pelo composto E.

A afinidade de PELa pelos dois oligossacarideos é proxima, assim como a variacdo de
energia livre (AG), apresentando grandezas termodinamicas similares. A andlise da variacdo de
energia livre de ambas as interagdes, entretanto, indicam que os modos de interagdes sao
diferentes, por estratégias distintas. A intera¢do de PELa com o oligossacarideo H € dirigida por
uma contribui¢do entélpica forte (AH = -23 kJ/mol), com uma pequena contribui¢do entrdpica
favoravel (-TAS = -7,6 kl/mol), perfazendo cerca de 20% da energia de ligacdo, pouco habitual
para interacdes envolvendo oligossacarideos. Ja a interacdo de PELa com o oligossacarideo E
apresenta uma contribuicdo entdlpica enorme (AH = -59,3 kJ/mol), compensada por uma

contribuicdo entrépica extremamente desfavordvel (-TAS = 29,4 kJ/mol). A presenca de um

195



GIcNAc adicional no bragco 1-6 parece estar correlacionado com a perda de contribui¢do
entdlpica. Geralmente, essas associagdes tipificadas por um termo entélpico favoravel sdo devido
ao alto ndmero de ligacdes de hidrogénio e contatos de Van der Walls entre faces hidrofébicas
do agucar e aminodcidos aromdticos, que é contrabalanceada por uma contribui¢do entrépico
desfavoravel, que tem sido atribuida tanto ao rearranjo de moléculas de solvente, como pela
perda de flexibilidade conformacional / mobilidade do ligante (DAM & BREWER, 2002). Essas
observagdes também sdo confirmadas por Buts er al. (2006) que relata que em geral a interacao
de uma lectina com monossacarideos € dirigida essencialmente pela entalpia, € que para a

maioria dos oligossacarideos a contribui¢do entrépica torna-se desfavoravel.
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Capitulo 5:

Estudos Estruturais da forma
cristalina de PELa em complexo com

oligossacarideos

Esse capitulo trata da obtenc¢do e a andlise das estruturas cristalinas da lectina PELa
determinadas em complexo com dois glicanos distintos, os oligossacarideos A (trimanose) e H

(heptassacarideo simétrico), representados na Figura 39.
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Figura 39. Representacio dos Compostos A (trimanose) e H (heptassacarideo simétrico), utilizados nos
experimentos de cristalografia.

O primeiro conjunto (PELa_trim) foi resolvido a uma resolugdo de 2,1 Aeo segundo a
1,6 A (PELa_hept). O conjunto PELa_trim foi primeiramente obtido, portanto a partir dele foi

descrita as principais andlises estruturais da lectina.
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1. Estrutura cristalina de PELa em complexo com trimanose

1.1. Cristalizacao

PELa foi cristalizada a partir de uma solu¢do em torno de 10 mg/mL de proteina solivel
em Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 0,15 M, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM, previamente incubada
com 1 mM de trimanose (Composto A) por uma hora antes da montagem da placa de
cristalizacdo. O trimanose, em detrimento da proteina nativa, foi utilizada para dar mais
estabilidade ao sitio de ligacdo a carboidrato e ao restante da molécula, atuando na estabilidade
do empacotamento cristalino. Cristais foram obtidos através do método de difusdo de vapor em
gota suspensa apos 1 més, com a placa sendo deixada em repouso a temperatura constante de
20°C. A condi¢do que obteve crescimento do cristal foi a 42 do Crystal Screen Il Kit Hampton,

composta por Tris 0,1 M pH 8,5, sulfato de amdnio 1,5 M, Glicerol 12% v/v (Figura 40).

Figura 40. Cristais de PELa obtidos na presenca de trimanose (aMan1-3(aMan1-6)Man. Condic¢des de cristalizagdo
(Hampton Screen 11, condi¢do 42): Tris 0,1 M pH 8,5, Sulfato de amdnio 1,5 M, Glicerol 12% v/v.

1.2. Coleta de dados

Ap6s congelados em solucdo crioprotetora (condi¢ao de cristalizagdo com glicerol a 25%
v/v), dados de difracdo de raios X (comprimento de onda = 0,93340 nm) de cristais de PELa com
trimanose foram coletados (expostos a um fluxo continuo de nitrogénio a 100 K) utilizando

como fonte de radiacdo de luz sincrotron a estagdo ID14-1, no ESRF (Grenoble, Franca), usando
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um detector ADSC Q4R CCD (Charge-Coupled Device). Foram coletadas 140 imagens de cada
cristal, com um angulo de oscilacdo igual a 0,75° e tempo de exposicao ao feixe de radiacdo de
1,5 segundos por imagem. Os dados foram processados a partir do programa MOSFLM
(LESLIE, 1992) e escalonados utilizando o programa SCALA (EVANS, 2006).

Os dados de difragdo de raios X dos cristais da proteina PELa em complexo com
trimanose foram coletados a 2,1 A de resolucdo. Apds indexacdo dos dados, determinou-se
como grupo espacial o primitivo ortorrdmbico P2;2,2; (angulos a = B = y = 90°), com
parametros de célula a = 42,62 A, b = 80,66 Aec= 148,75 A. Os valores finais foram obtidos
apos o refinamento destes parametros e utilizando as 140 imagens coletadas. O Coeficiente de
Mattheus (2,19 A3/Da) indicou a presenca de dois monOmeros na unidade assimétrica e a
presenca de 43,55% de solvente. Segue abaixo a tabela 9 com estatisticas detalhadas da coleta e

do processamento de dados.

Tabela 9. Estatistica da coleta e do processamento de dados de difracéo de raios X da lectina PELa em complexo
com trimanose.

Parametros

Valores

Dados de Coleta

Linha / Comprimento de onda

Id14EH1 /0,933 A

Grupo espacial

P2,2,2;

Mosaicidade estimada

0,97

Pardmetros de célula unitdria

a, b, c(A)

42,62; 80,66; 148,75

Angulos de célula a=P=y=90°
Numero de reflexdes totais/tinicas 99535 /28894
Quantidade de Solvente (%) 43,55
Mondmeros por unidade assimétrica 2

Limite de resolucdo (A) 2,10 (2,2-2,1)*
Ruerge (%) 0,082 (0,330)
Completeza (%) 93,7 (70,1)
Multiplicidade 3424
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I/c1 (média) 9.3 (2,0)

* Valores em paréntese representam a camada de mais alta resolug@o.

1.3. Substituicio molecular e refinamento da estrutura

Para resolver o problema de fase foi escolhido o modelo de uma lectina semelhante para
fazer a substituicdo molecular. A estrutura utilizada como modelo de busca para substituicdo
molecular foi a da lectina P. angolensis (PDB : IN30O), com a qual a lectina PELa possui 76% de
indentidade de sequéncia. Para substituicdo molecular foi usado o programa PHASER (MCCOY
et al., 2005), integrante do pacote CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT
N° 4; CCP4, 1994). A partir de parametros como log-likelihood gain de 1243,47 e RFZ de 14,2 e
TFZ de 28,7, que demonstram a qualidade do refinamento feito pela molécula modelo escolhida,
foi comprovada a eficacia na escolha do modelo 1N30.

Ap6s a substitui¢do molecular, a estrutura obtida foi submetida a refinamentos de corpo
rigido e refinamentos posicionais para um melhor ajuste da molécula na unidade assimétrica
através do uso do programa REFMACS (MURSHUDOV et al., 1997). A finalidade deste
refinamento foi encontrar uma melhor concordancia entre o0 modelo proposto e a estrutura real da
molécula, colocando o modelo na mesma posicdo que a molécula real ocupa na sua rede
cristalina. Para avaliar os resultados dos calculos do refinamento foram observados os valores de
Ryactor € Ryree-

Os aminodcidos foram posicionados corretamente um a um utilizando o programa COOT
(EMSLEY & COWTAN, 2004), assim como a molécula de trimanose, de acordo com a
densidade eletronica obtida, e posteriormente foram adicionadas 326 moléculas de dgua. Apds o
ultimo refinamento a estrutura obteve resolu¢do maxima de 2,1 A, com valores de Ryycor de
19,5% e Rgee de 25,2%. Os dados estatisticos de substituicdo molecular assim como os de
refinamento sdo mostrados na tabela 10.

A qualidade estereoquimica da estrutura foi comprovada a partir do grafico de
Ramachandran, gerado pelo programa Molprobity (CHEN et al., 2010), que analisa as tor¢coes
dos angulos ® e Y. O grafico mostrou um unico residuo em regides nao permitidas (0,21%), e

4,7% dos residuos presentes em regides adicionalmente permitidas.
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Tabela 10. Estatistica dos dados de substituicdo molecular e refinamento da estrutura de PELa em complexo com

trimanose.

Parametros Valores
Faixa de resolucdo utilizada (A) 42,60 - 2,10
N° de reflexdes utilizadas no refinamento 27309
Wilson B (A%) 24,7
Rerys/ Riree 19,5/25,2
Rinsa bonds (A) 0,015
Rnsa angles (°) 1,544
Rinsa chiral (A 0,106
Numero de d&tomos de proteina (A/B) 1935/1926
Bfac (A%) 23,5/23,7
Numero de moléculas de dgua (A/B) 177/149
Bfac (A%) 29,0/28,3
Numero de dtomos de ligante 34
Bfac (A% 22,6
Heteroatomos (A/B) 18/8
Bfac (A% 32,4/33,5
Coeficiente de correlacdo final Fops — Feqic (%) 94,5
Coeficiente de correlacdo livre (%) 91,0
Codigo PDB 3ZVX

1.4. Analise da estrutura PELa em complexo com trimanose

A lectina PELa, complexada com o ligante trimanose (Manoal-3Manal-6Man), foi refinada
observando-se duas moléculas de PELa e uma molécula do ligante na unidade assimétrica. Cada
mondmero tem o fold classico de lectinas de leguminosas (sanduiche f3), detalhes os quais ja sdo
bem conhecidos (CHANDRA et al., 2001), incluindo um fon de cdlcio € um manganés no sitio
de ligacdo. PELa apresentou-se formando um dimero candnico, também observado em muitas

outras lectinas de leguminonas diméricas e tetraméricas (MANOJ & SUGUNA, 2001;
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SRINIVAS et al., 2001). A estrutura tridimensional dimérica completa da PELa complexada
com trimanose é mostrada na figura 41 e a estrutura do mondmero na figura 42. E possivel
observar a molécula de trimanose localizada no sitio de ligacdo a carboidrato, assim como o0s
metais Ca** e Mn** situados no sitio de ligacdo a metais. Dois potenciais sitios de glicosilagdao
(Asn7 e Asnl27) encontram-se situados respectivamente numa regido N-terminal desordenada e
sobre uma pequena hélice-a, ambos na superficie da proteina, sendo, portanto susceptiveis a

estarem glicosilados na planta.

Figura 41. Visdo geral da estrutura dimérica de PELa em compleco com trimanose, formada pelos mondmeros A
em vermelho e mondmero B em azul. Presenca dos metais Ca®* e Mn?* (esferas verde e roxa, respectivamente), do
ligante trimanose (aManl-3(aManl-6)Man (preto), de duas moléculas de glicerol (verde) e de dois fons sulfato
(amarelo).

Os mondmeros sdo compostos por 14 fitas beta e 2 pequenas hélices alfa, sendo
interligadas por voltas e alcas formando uma estrutura de forma achatada. Esse tipo de
enovelamento € conhecido como “B-sanduiche”, por ser composto majoritariamente de folhas
betas antiparalelas (cerca de 60%). A orientacdo antiparalela das folhas beta, e a mudanca entre
uma face e outra, forma uma estrutura rigida forte, semelhante a um sanduiche. As duas hélices
alfa identificadas em cada mondmero contém uma unica volta, formada pelos residuos Asnj,;

Gluyos Seripg Alajzg Asnys; € Aspai Leusio Thrygz Throyy Ileyss.
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Figura 42. Estrutura monomérica de PELa. Ligante trimanose em preto e fons cdlcio e manganés em esferas ver e
azul, respectivamente.

A andlise do primeiro mapa de densidade eletronica revelou de forma clara a posi¢do do
trissacarideo, formando uma ponte entre dimeros no cristal (Figura 43). Como uma consequéncia
do empacotamento cristalino, os sitios de ligacdo a carboidrato das subunidades A e B na
unidade assimétrica ndo sao equivalentes.

Como o agtcar trimanose estd posicionado formando uma ponte entre mondmeros A ¢ B
de diferentes dimeros (Figura 43), o sitio de ligacdo a carboidrato de cada mondmero
compartilha porcoes de um mesmo ligante. A figura 44 estabelece todas as distancias das
ligacdes de hidrogénio presentes no sitio de ligacdo dos mondmeros A e B da lectina, assim

como a por¢ao do ligante em que cada mondmero encontra-se complexado.
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Figura 43. Estrutura cristalina de PELa em complexo com trimanose. A. Ponte entre dimeros unidos por uma
molécula de trimanose. B. Densidade eletronica experimental do ligante trimanose entre mondmeros A (vermelho) e
B (azul) de dimeros distintos.

N

Os monomeros A e B fixam, respectivamente, os aMan ligados a manose central nas
posi¢cdes 1-3 e 1-6. Em cada sitio, os aminodcidos implicados sdo aqueles que se encontram
habitualmente nas interagdes lectina de leguminosa-manose (Asp95, Alal13, Glyl115, Asnl45,
Ser146, Asnl147, GIn231). O modo de ligacdo dos dois residuos de manose sdo muito similares,
cada uma estabelecendo 5 liga¢des de hidrogénio diretas com cadeias laterais de Asp95, Asn 147
e o nitrogénio da cadeia principal de Glyl15 e Glu230. Contatos hidrofébicos envolvendo Ala94
e Phel41 também estdo presentes. Essa interacdo corresponde ao modo de ligacdo cldssico a
manose observado em PAL e ConA (LORIS et al., 2004; DEREWENDA et al., 1989). Uma
interacdo com uma molécula de dgua conservada é também observada em ambos os sitios entre
02 e o oxigénio da carbonila de Alal13. O residuo de manose central estabelece interacdes com
ambos os mondmeros, envolvendo Asnl45, Ser146 e Gln231 da cadeia A e Glu230 da cadeia B.
A ponte do trimanose resulta em um contato mais préximo entre as faces dos dois mondmeros
protéicos. Contatos proteina-proteina sao criados com a participacao de ligacdes de hidrogénio
entre a cadeia lateral de Argl23B e as cadeias principais de Thr148A e Aspl150A. O residuo

Asnl45 de cada mondmero interfere com o sitio de ligacdo do outro mondmero, e participam de

204



uma ligacdo de hidrogénio entre O2 da manose e Asn145B ou no contato hidrofébico de C2 com
Asnl45A (figura 45).

Os dois atomos cdlcio e manganés estdo ligados de forma reversivel a proteina dentro de
um sitio proximo ao de reconhecimento a acucar. Esses metais estdo localizados a uma distancia
de 4.21A um do outro e estdo coordenados por cadeias laterais de seis aminodcidos (Glul37,
Aspl139, Phel41, Asnl47, Asp150, His155) e por quatro moléculas de dgua. O cédlcio mantém a
conformacdo cis do Asp95 do sitio de ligagdo ao agtcar que € conservado em todas as lectinas de

leguminosas.

Gly115B
Asnl45B

Alal13A Ala94B

Serl46A

Asnl45A

Asnl4TA Pheld1B

Glu230A -’\-‘5|"(}5
~

GIn231B

PheldlA

GIn231A

Glu230B

AspY5sA

Serl46B
S

Ala94A

Figura 44. Representacdo esquemadtica bidimensional (LigPlot) da rede de pontes de hidrogénio entre os residuos
chave envolvidos na interacdo com o ligante trimanose, compartilhado entre os mondmeros A (residuos em
vermelho) e B (residuos em azul) de dimeros distintos de PELa. Comprimento das ligagdes em A.
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Figura 45. Estrutura cristalina do complexo PELa/trimanose. Visao da interface entre as cadeias A e B de PELa em
ponte com o trimanosideo representado junto com sua densidade eletronica. Cadeia A representada por superficie
(vermelho) e cadeia B como cartoon azul.

Analisando o sitio de ligacdo a carboidrato e o de ligagao a metal de PELa, é possivel
fazer algumas comparacdes em relagdo a outras estruturas de lectinas de leguminosas. O sitio de
ligacdo a carboidrato de todas as lectinas de leguminosas consiste em residuos pertencentes a até
cinco voltas polipeptidicas, nomeados de A a E (SHARMA & SUROLIA, 1997), as quais variam
em diferentes graus entre lectinas com diferentes especificidades. A figura 46 traz a
representacao dessas voltas em PELa e seu envolvimento no complexo com trimanose para cada
mondmero.

As voltas A e B, em geral, contém um residuo Asp essencial (invariavelmente precedido
por uma ligacdo cis-peptidica) e um grupo -NH suporte (usualmente de um residuo Gly),
respectivamente. Em PELa, foi possivel identificar o residuo Asp95 na volta A e a Glyl15 na
volta B, concordando com essa arquitetura, tipica do reconhecimento a manose. O residuo
Alal45 do sitio de ligacdo de PELa a trimanose também participa da volta B. As conformagdes

desses dois trechos ndo varia muito entre as diferentes lectinas de leguminosas.
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Figura 46. Representagdo da arquitetura do sitio de ligagdo a carboidrato de PELa complexada com trimanose,
evidenciando as 5 voltas (A-E) tipicas de lectinas de leguminosas. Nessa interacdo, somente residuos pertencentes as
voltas A, B, C e D participaram da liga¢do ao carboidrato.

A volta C € a de ligagdao a metal, que envolve os fons cdlcio e manganés estruturalmente
importantes. Em estruturas cristalinas conhecidas, cinco diferentes tamanhos de volta (12-16
residuos) adotando oito diferentes conformacdes sdo observadas (LORIS er al., 2004). Nao
existe uma relacdo simples entre tipo de especificidade a monossacarideos e o tamanho e
conformagdo da volta C. Em PELa, essa volta tem o comprimento de 16 residuos, similar em
comprimento e conformacdo ao da lectina de P. angolensis (PAL) e de das lectinas Maackia
amurensis € Ulex europaeus, sialolactose e quitobiose especificicas (LORIS et al., 2004;
IMBERTY et al., 2000 ; LORIS et al., 2000). Outras lectinas Man/Glc especificas com
estruturas cristalinas disponiveis t€m comprimentos de volta de 14 residuos (ConA e outras
relacionadas) ou 15 (LOL e outras relacionadas). Cadeias laterais especificas nessa volta
influenciam na natureza do agucar que pode ser acomodado no sitio de ligacao (LORIS et al.,
2004). Entre os residuos descritos no sitio de ligacdo a trimanose de PELa, encontram-se nessa
volta os residuos Asnl145, Ser146 e Asnl47.

Em contraste as voltas A-C, a D nao interage diretamente com o ion célcio estrutural. Em

sua grande variabilidade de comprimento, conformacao e sequéncia, ¢ referida comumente como
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a volta determinante da especificidade ao monossacarideo, assim como do oligossacarideo
(LORIS et al., 1998). Em PELa, a conformacao adotada por essa volta de 9 residuos € idéntica
aquelas encontrados em estruturas de lectinas Man/Glc especificas (LORIS et al., 2004;
HAMELRYCK et al., 1988; SANZ-APARICIO et al., 1997; WAH et al., 2001; DEREWENDA
et al., 1989; BOURNE et al.,, 1990; RINI et al., 1993), suportando a idéia. Nessa volta
encontramos os residuos Glu230 e GIn231, participantes do sitio de ligac@o a trimanose.

Finalmente, e em poucos casos, a volta E é encontrada interagindo com o carboidrato
ligado, geralmente entre oligossacarideos e lectinas, agindo como um subsitio, como na
leucoaglutinina de M. amurensis (MAL) em complexo com sialolactose (LORIS et al., 2000), a
lectina IV de Griffonia simplicifolia (GS-IV) em complexo com um tetrassacarideo
(DELBAERE et al., 1993) e ConA e PAL em complexo com Man(al-2)Man (MOOTHOO et
al., 1999, LORIS et al., 2004). Em PELa, essa volta ndo se encontra envolvida na ligacdo ao
carboidratro trimanose.

Em razdo de sua interacdo com os dois mondmeros, a forma do trimanosideo em PELa ¢
extendida e diferente do que € observado pelo mesmo ligante em outras estruturas de lectinas de
leguminosas tais como PAL (LORIS, 2004), ConA (LORIS, 1996) e DGL (ROZWARSKI et al.,
1998). A comparacdo entre PELa e PAL confirmam a similaridade dos sitios de ligagdo com
conformagdo idéntica para as cinco voltas nomeadas A a E (Figura 47). PAL se liga ao
trimanosideo com o brago 1-6 dentro do sitio de ligacdo principal da mesma forma que o
monomero B de PELa. Entretanto, a conformagdo do oligossacarideo observada em PAL é bem
diferente, j4 que o trimanosideos encontra-se curvado em torno do residuo fenil do sitio de
ligac@o e a manose-3 estabelece uma ligacao de hidrogénio com um residuo Asn da volta A.

Uma comparacdo com lectinas da tribo Dioclae é também exibida na figura 47. As voltas
do sitio de ligacdo sdo bem conservadas entre Dioclae (ConA e DGL) e Dalbergiaec (PAL e
PELa), com excecdo da volta C, que € mais curto em ConA/DGL que em PAL/PELa (14
amoniécidos no lugar de 16, respectivamente), resultando em um sitio de ligacdo mais aberto que
o descrito previamente (LORIS et al., 2004). Como consequéncia, a conformagdo do
trimanosideo ¢é diferente em ConA e DGL € voltado sobre a superficie da proteina e a manose 1-
3 estd em contato com aminodcidos suplementares da volta C. A conformacdo observada em
ConA nio é possivel em PELa, em razao da conformacao diferente da volta C, que implicaria em

um impedimento estérico.
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Figura 47. Comparag@o do reconhecimento do trissacarideo (Man) por PELa (A) e outras lectinas de leguminosas.
A. Sitios de ligagdo superpostos dos mondmeros A (azul) e B (ciano) do complexo PELa/trimanose com o complexo
PAL/trimanose (magenta, c6digo PDB: 1Q8V). B. Vista dos mondmeros A e B de PELa com as lectinas ConA
(verde escuro, c6digo PDB :10NA) e DGL (verde claro, c6digo PDB : 1DGL). As voltas A-E do sitio de ligacdo
estdo evidenciadas.

A cristalizacdo de PELa em complexo com trimanose resultou em uma cadeia infinita de
lectinas no cristal com um carboidrato ligando fazendo uma ponte entre dois mondmeros através
de seu residuo de manose terminal ndo-redutor. Mesmo o trimanosideo tendo sido observado em
estruturas cristalinas de diversas lectinas, esse estudo reporta o primeiro caso de cadeia infinita
por ligacdo ao trimanose observado em cristalografia de lectinas de leguminosas. A conformagao
resultante do trimanosideo € extremamente extendida e drasticamente diferente da forma curvada
previamente observada em outros complexos com lectinas de leguminosas (LORIS et al., 2004;

LORIS et al., 1996, ROZWARSKI et al., 1998).

2. Estrutura cristalina de PELa em complexo com heptassacarideo simétrico

2.1. Cristalizacao

Uma segunda condicdo cristalina apresentou PELa complexada ao heptassacarideo

biantenado simétrico GlcNAcB1-2Manal-3(GlcNAcB1-2Manal-6)Manf1-4GlcNAcp1-
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4GIcNAcB-Asn (composto H, figura 39). PELa foi cristalizada a 10 mg/mL em Tris-HC1 50 mM
pH 7.5, NaCl 0,15 M, MnCl, 2 mM, CaCl, 2 mM, tendo sido previamente incubada com 1mM
do heptassacarideo por uma hora antes da montagem da placa de cristalizacdo. A condicdo que

obteve crescimento de cristais foi a 48 do Crystal Screen Il Kit Hampton, composta por Bicina

100 mM pH 9, PEG 20K 10% e dioxano 2% (Figura 48).

Figura 48. Cristais de PELa obtidos na presenca de heptassacarideo simétrico (GlcNAcp1-2Manal-3(GlcNAcB1-
2Manal-6)ManB1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB-Asn). Condi¢des de cristalizagdo (Hampton Screen 11, condicdo 48):
Bicina 100 mM pH 9, PEG 20K 10% e dioxano 2%.

2.2. Coleta de dados

Apo6s congelados em solucdo crioprotetora (condi¢@o de cristalizacdo com glicerol a 30%
v/v), dados de difracdo de raios X de cristais de PELa com hepatassacarideo foram coletados a
1,6 A (expostos a um fluxo continuo de nitrogénio a 100 K), utilizando como fonte de radiagdo
de luz sincrotron a estacdo BM30A, no ESRF (Grenoble, Franca), usando um detector ADSC
Q4R CCD (charge-coupled device) e uma estratégia similar ao conjunto anterior. Os dados
foram processados a partir do programa Mosflm (LESLIE, 1992) e escalonados utilizando o
programa SCALA (EVANS, 2006).

Ap6s indexagdo dos dados, determinou-se como grupo espacial o P2,2,2; (angulos a = 3
=1v =90°), com parametros de célula a =51,4 A, b =76,98 A ec=12559 A Os valores finais

foram obtidos apds o refinamento destes parametros e o coeficiente de Mattheus (2,29 A3 /Da)
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indicou a presenca de dois mondmeros na unidade assimétrica e a presenca de 43,65% de

solvente. Segue abaixo a tabela 11 com estatisticas detalhadas da coleta e do processamento de
dados.

Tabela 11. Estatistica da coleta e do processamento de dados de difracio de raios X da lectina PELa em complexo
com heptassacarideo simétrico.

Parametros Valores
Dados de Coleta
Linha / Comprimento de onda BD30A /0,9797 A

Grupo espacial

P2,2,2,

Pardmetros de célula unitdria (/f )

a,b,c 51,4;76,98; 125,59
Angulos de célula a=B=y=90 °
Numero de reflexdes totais/inicas 186416/55022
Quantidade de Solvente (%) 43,65

Moléculas por unidade assimétrica 2

Limite de resolu¢do (A) 1,65 (1,74-1,65)
Rmerge” (%) 0,054 (0,250)°
Completeza (%) 91,4 (65,8)
Multiplicidade 3,4 (2,6)

I/cI (média) 13,6 (3,9)

*Valores em parénteses representam a camada de mais alta resolugdo.

2.3. Substituicao molecular e refinamento da estrutura

Para resolver o problema da fase por substituicio molecular desse conjunto de dados,
utilizou-se como modelo as coordenadas da estrutura de PELa em complexo com trimanose
(PDB: 3ZVX). Para substitui¢do molecular foi usado o programa PHASER (MCCOY et al.,
2005), integrante do pacote CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL PROJECT N° 4;
CCP4, 1994). Ap6s a substituicdo molecular, a estrutura obtida foi submetida a refinamentos de

corpo rigido e posicionais para um melhor ajuste da molécula na unidade assimétrica através do
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uso do programa REFMACS5 (MURSHUDOV et al., 1997). Para avaliar os resultados dos

calculos do refinamento foram observados os valores de Reacior € Riree.

A observagdo do heptassacarideo no complexo cristalino foi feita pelo programa COOT

(EMSLEY & COWTAN, 2004), de acordo com a densidade eletronica experimental obtida

claramente, e posteriormente foram adicionadas 518 moléculas de dgua. Apds o ultimo

refinamento ,a estrutura obteve resolucdo méaxima de 1,65 /f\, com valores de Reycior de 15,5% e

Ree de 18,8%. Os dados estatisticos de substituicdo molecular assim como os de refinamento

sdo mostrados na tabela 12.

Tabela 12. Estatistica dos dados de substituicdo molecular e refinamento da estrutura de PELa em complexo com

heptassacarideo simétrico.

Parametros Valores
Faixa de resolucdo utilizada (A) 47,57-1,65 (1,74-1,65)"
N° de reflexdes utilizadas no refinamento 52116
Wilson B (A%) 14,00
Reryst/ Riree 15,5/18,8%
Rynsa bonds (A) 0,015
Rinsa angles (°) 1,59
Runsa chiral (A” 0,098
Numero de dtomos de proteina (A/B) 2004/1986
Bfac (A% 12,4/14,0
Numero de moléculas de dgua (A/B) 295/223
Bfac (A% 25,7/26,6
Numero de dtomos de ligante (A/B) 89/92
Bfac (A% 14,2/16,6
Heteroatomos (A/B) 30/12
Bfac (A% 24,7/25,7
Coeficiente de correlacdo final Fops — Feac (%) 96
Coeficiente de correlacdo livre (%) 94,8
Cdédigo PDB 3ZYR

*Valores em paréntese representam a camada de mais alta resolug@o.
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A qualidade estereoquimica da estrutura foi comprovada a partir do grafico de
Ramachandran, gerado pelo programa Molprobity (CHEN et al., 2010). O grifico mostrou
nenhum residuo em regides ndo permitidas, e 2,93% dos residuos presentes em regides

permitidas.

2.4. Analise da estrutura de PELa em complexo com heptassacarideo

A estrutura cristalina de PELa em complexo com heptassacarideo simétrico foi
determinada em alta resolugdo (1,65 A), com o cristal contendo um dimero de PELa em sua
subunidade assimétrica (mondmeros A e B) e duas moléculas do heptassacarideo, uma em cada
monOmero. A estrutura geral mostra-se inalterada na presenca do complexo, apresentando
caracteristicas similares aquela ja descrita em complexo com trimanose. Foi possivel observar
em cada mondmero A e B uma molécula de heptassacarideo localizada no sitio de ligacdo a
carboidrato, assim como os metais Ca’* e Mn** (Figura 49). A figura 50 mostra a densidade
eletronica experimental sobre o heptassacarideo no sitio de ligacdo de PELa, préximo aos fons
Ca* e Mn**. Os contatos do oligossacarideo com a superficie protéica encontram-se bem mais
extendidos que no complexo com o trimanosideo. A maior parte das interagdes se formam sobre
o trimanosideo central e o braco 1-3 (GlcNAcB1-4Manal-3)Man, confirmando também as
preferéncias observadas nos experimentos de glycan array. Os oligossacarideos na cadeia A e B
sdo muito semelhantes em termos de conformacdo, e toda a descricdo abaixo se refere ao
monomero B, salvo indicag¢do contréria.

O sitio de ligacdo de PELa ao heptassacarideo simétrico (GlcNAcP1-2Manal-
3(GlcNAcB1-2Manal-6)ManB1-4GlcNAcB1-4GIcNAcB-Asn)  envolve  principalmente 13
residuos de aminodcidos que interagem com a por¢ao biantenada do ligante da porcdo glicidica,
sobretudo as por¢des manose central e braco 1-3 GIcNAcBI1-2Manal-3. A figura 51 descreve
todas as distancias da rede de ligagdes de hidrogé€nio presentes no sitio de ligacdo da lectina

PELa com a molécula de heptassacarideo.
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Figura 49. Visao geral da estrutura dimérica de PELa em complexo com o heptassacarideo simétrico, formada pelos
monomeros A em vermelho e B em azul. Presenca dos metais Ca’" e Mn** (esferas verde e roxa, respectivamente),
do ligante hepatassacarideo (preto), de quatro moléculas de glicerol (amarelo) e de duas de uréia (verde).

Figura 50. Representacio da superficie do sitio de ligacdo de PELa em complexo com o heptassacarideo. Densidade
eletronica experimental do ligante heptassacarideo na superficie do sitio de ligagdo de PELa.

Entre os residuos de aminodcidos envolvidos no sitio, estdo inclusos os oito residuos ja
descritos no sitio de reconhecimento ao carboidrato evidenciado no complexo mondémero B com

trimanose (Asp95, Alall3, Glyl15, Asnl45, Ser146, Asnl147, Glu230, GIn231) e outros cinco
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residuos adicionais (Ser54, Ser91, Asn92, Glyl111, Gly229). Adicionalmente, cinco moléculas de

dgua estdo representadas na interacao, intermediando residuos e oligossacarideo.

Asn Serl46

Alall3 Asnl45

\
BGleNAc
\ o
BGlcNAc :

BGIcNAc

77 ) 262

* Gin231

(1|‘.]I‘\

Asn92

Asp95

Gly229

Figura 51. Representacio esquemadtica bidimensional (LigPlot) da rede de liga¢cdes de hidrogénio entre os principais
residuos envolvidos na interacdo do sitio de ligacdo de PELa com o ligante heptassacarideo. Comprimento das
ligacdes em A.

O numero de ligacdes de hidrogénio descritas envolvendo o brago 1-3 apresenta-se em
uma quantidade maior do que aquelas envolvendo o brago 1-6.

A manose do braco 1-6 estd localizado no sitio de ligagcdo principal (subsitio M) com a
mesma orientacdo e rede de ligacdes de hidrogénio descritas acima para o ligante trimanosideo.
Com excecdo da asparagina e do primeiro GIcNAc ligado a ela, todos os residuos estdo
interagindo com a superficie da proteina, resultando em uma superficie maior de contato (Figura
52). O segundo GIcNAc do nucleo quitobiose interage com a volta C e estabelece uma ligacdo de
hidrogénio mediada por uma molécula de d4gua com o oxigénio da cadeia principal de Asnl45.
Os indmeros outros contatos envolvem ambos os bragos do glicanos. O GIcNAc na brago 1-6
estabelece trés ligacdes de hidrogénio com aminodcidos do sitio -1 (Figura 53). A manose central

no sitio 2 e o brago 1-3 nos sitios 2 e 3 também apresentam um grande nimero de contatos. Mais
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de 15 ligagdes de hidrogénio diretas e 6 ligacdes mediadas por moléculas de dgua sdo
observadas, racionalizando assim a grande afinidade medida  em experimentos de

microcalorimetria.

Figura 52. Estrutura cristalina do complexo PELa/heptassacarideo. Representacdo do oligossacarideo
sobre a superficie da proteina.

Analisando o envolvimento das cinco voltas (A-E) descritas na arquitetura de sitios de
ligacdo a carboidratos em lectinas de leguminosas (SHARMA & SUROLIA, 1997), o complexo
PELa/heptassacarideo apresentou diferencas em relagc@o a interacdo com trimanose. A figura 53
traz a representacdo dessas voltas em PELa e seu envolvimento no complexo com
heptassacarideo. A participacdo do residuo Ser54 nessa interacdo inclue a participagdo da volta
E, até entdo ndo envolvida no sitio de reconhecimento a carboidrato de PELa (no complexo com

trimanosideo).
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Figura 53. Representagdo da arquitetura do sitio de ligacdo a carboidrato de PELa complexada com
heptassacarideo, evidenciando as 5 voltas (A-E) tipicas de lectinas de leguminosas. Nessa interacdo, residuos
pertencentes as cinco voltas A, B, C, D e E participaram da liga¢do ao carboidrato.

A volta E € encontrado interagindo com o carboidrato ligado em poucos exemplos,
geralmente agindo como um subsitio. Entre lectinas de leguminosas Man/Glc ligantes, tem-se
descrito a participac¢do da volta E em complexos das lectinas ConA e PAL com Man(al-2)Man
(MOOTHOQO et al., 1999, LORIS et al., 2004), onde a molécula de manose redutora ocupa o
sitio primdrio de ligacdo a carboidrato, e a segunda molécula de glicose interage com um
subsitio, além do sitio primério, estabilizado por ligacdes de hidrogénio com residuos da volta E.
Em PELa, a Ser54 encontra-se estabilizando o GIcNAc da extremidade do brago 1-3, o que pode
justificar uma parte da baixa entropia que dirige a intera¢do da lectina com esse agucar.

A conformacio do glicano biantenado e a rede de contatos sdo muito semelhantes ao que
tém sido descrito previamente para o complexo PAL/pentassacarideo (BUTS et al., 2006),
embora com pequenas diferencas nas extremidades dos bracos (Figura 54). O mesmo
pentassacarideo complexado com ConA rendeu a mesma posi¢dao do braco 1-6 nos subsitios M e
-1, mas uma orientacao diferente dos braco 1-3 , novamente por causa da diferenca importante na

orientag¢do conformacional da volta C (MOOTHOO & NAISMITH, 1998).
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Figura 54. Compara¢do do complexo PELa/heptassacarideo com outros de lectinas de leguminosas relacionadas.
Superposi¢do da cadeia B (ciano) de PELa em complexo com heptassacarideo com complexos oligossacaridecos
cristalinos de PAL (magenta: 2ARX, salmao: 2A6X) e ConA (verde: 1TEI).

Por ultimo foi feita uma comparacdo da estrutura de PELa complexada com trimanose e
com heptassacarideo, através da sobreposicdo das duas estruturas (PDBs: 3ZVX e 3ZYR,
respectivamente) (Figura 55). Nessa comparagdo, fica evidente que a manose do braco 1-6 do
heptassacarideo ocupa o sitio primdrio de ligacdo a carboidrato de PELa numa forma similar
aquela visualizada para trimanosideo, com uma arquitetura global de ligacdao semelhante. A
principal diferenca vem da orientacdo do segundo braco que aponta para o exterior no caso do
trimanosideo (para o outro mondmero) e que se curva na superficie da proteina para o

heptassacarideo, estabelecendo novos contatos com o braco 1-3 aGlcNAc1-2Man.
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Figura 55. Comparacdo do reconhecimento dos ligantes trimanose e heptassacarideo pela lectina PELa.
Comparacio entre os trés modos de ligacdo estudados: trimanose ligado aos residuos aManl-3 (ciano) e pelos
residuos aMan1-6 (verde) e o heptassacarideo (amarelo).

A preferéncia para N-glicanos assimétricos com um braco 1-6 curto foi demonstrada por
andlises semi-quantitativas de experimentos de Glycan array em concentragdes diversas da
lectina. Nao foi possivel obter cristais do complex PELa e o composto assimétrico E, mas o
complexo com o heptassacarideo simétrico H fornece alguns indicios sobre essa preferéncia. O
GlcNAc do brago 1-3 estabiliza contatos nos sitios extendidos +2 e +3 enquanto mantém uma
conformagdo de baixa energia nas ligacdes envolvidas. Por outro lado, a ligacdo do GIcNAc no
braco 1-6 no sitio -1 induz uma forte distor¢do conformacional com custo energético. Em adigao,
seu oxigénio O4 ndo estd acessivel para elongacdo por galactose. Oligossacarideos com braco 1-
3 longo e brago 1-6 curto seriam, portanto, energeticamente favordveis para ligagcdo, levando a
um excelente acordo entre dados cristalograficos e Glycan array. Entretanto, os dados em
solucdo de ITC ndo concordam perfeitamente, desde que ambos oligossacarideos simétricos e
assimétricos se ligam com uma afinidade igualmente forte a PELa. Todavia, os perfis entdlpicos

sao diferentes; o oligossacarideo assimétrico apresentou uma entalpia de ligacdo maior, o que
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estd de acordo com a hipdtese de que um GlcNac extra no braco 1-6 nao € favoravel. A diferenca
na contribuicdo entrépica entre os dois oligossacarideos é mais dificil de explicar. Entretanto,
fica claro que a contribui¢@o entrdpica seria bem diferente para um oligossacarideo apresentando
seu Asn ancorado em um chip (Glycan array) ou glicoproteina em relacio ao mesmo
oligossacarideo em solucao (ITC). Esse trabalho, portanto, exemplifica um dos casos onde o
estado fisico-quimico do ligante, ou seja, se 0 mesmo se apresenta em solu¢do ou ancorado a

uma superficie, pode influenciar sua afinidade pelo receptor.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A concepcdo e execugdo desse trabalho de tese permitiu a descricdo completa da
clonagem e producdo heter6loga do gene de uma lectina de sementes da espécie leguminosa
Platypodium elegans, possibilitando a andlise completa da especifidade dessa lectina frente a
oligossacarideos diversos, além dos aspectos estruturais e termodindmicos envolvidos nas
interacdes, contribuindo para o entendimento de como se dd o reconhecimento de carboidratos
envolvidos nos mais distintos processos bioldgicos por lectinas. Este foi o primeiro relato de
purificacdo e estudos estrutura-especificidade de uma lectina recombinante de uma espécie da
subtribo Dalbergiae.

A lectina recombinante A de P. elegans (PELa) Man/Glc ligante, mostrou ter uma
especificidade ndo-usual a oligossacarideos complexos do tipo biantenado, com uma preferéncia
sobretudo ao tipo assimétrico, com um bragco 1-6 curto de manose. Esta foi a primeira
caracterizacdo de uma lectina dessa subtribo por Glycan array. Além disso, PELa apresentou
uma afinidade considerdvel a esse ligante assimétrico, quando comparada as demais lectinas da
mesma familia, remotando sobre a relacdo de proximidade que essa classe de oligossacarideo
deva ter com o ligante natural da lectina em seu modo de a¢do (enddgeno ou exdgeno). Os
resultados presentes nesse trabalho tornaram possivel a redagdo de um manuscrito em lingua
inglesa para publicacdo que estd sendo submetido ao Journal of Biological Chemistry.

O estudo dessa lectina presente em sementes de P. elegans e sua caracterizacao
bioquimica fornece, portanto, informagdes estruturais importantes sobre as interacdes proteina-
actlcar necessdrias para compreender os mecanismos de ac¢io, o reconhecimento, especificidade e
afinidade a oligossacarideos complexos a nivel molecular. Uma vez em posse dessas
informacdes, a sua capacidade de reconhecer glicanos envolvidos em eventos bioldgicos
interessantes, desde a investigacdo de sua fungdo no organismo de origem, como em aplicagdes
biotecnoldgicas, podera ser entendida, amplificada ou revertida.

O maior desafio agora serd tentar responder a pergunta biolégica sobre a importancia
dessa interacdo para a planta de origem: que eventos estio relacionados, em que etapas da vida e
como pode ser melhor explorado.O conhecimento do gene e a forma recombinante da lectina,
aliados ao conhecimento de como se dd sua interacdo a oligossacarideos complexos, sio

importantes ferramentas de partida para essa abordagem.
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RESUMO DE OUTROS TRABALHOS REALIZADOS NO PERIODO DO
DOUTORADO:

O trabalho envolvendo a andlise estrutural, de especificidade e de afinidade da forma
recombinante de PELa foi utilizado para redigir esse trabalho de tese, por reunir dados
desenvolvidas pela colaboracdo das equipes brasileira e francesa por ocasido do estagio co-tulela,
mas durante o periodo do doutorado, outros projetos foram executados, rendendo resultados
agrupados a seguir, em ambas as universidades.

Durante todo o periodo do doutorado, outros projetos envolvendo lectinas vegetais foram
executados em paralelo, na Universidade Federal do Ceard, gerando no total sete publicacdes em
co-autoria. Dentre os trabalhos em fase de conclusido, encontram-se os estudos estruturais, de
especificidade e investigacdo de efeitos bioldgicos em lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr),
lectinas manose e lactose especificas de Cymboseman roseum (CRLI e CRLII), lectina de
Dioclea rostrata (DrosL) e lectina de Dioclea wilsonii (DwiiL)). Em relacdo a esses sujeitos,
foram geradas as seguintes publicacdes, disponiveis em revistas cientificas indexadas, segundo
descrito abaixo, além de outras seis publicacdes, resultado de trabalhos em co-autoria durante o

periodo de estdgio em iniciacdo cientifica e mestrado:

1. PIRES, A. F., ASSREUY A. M., LOPES, E. A., CELEDONIO, N. R., SOARES, C. E., RODRIGUES, N. V.,
SOUSA, P. L., BENEVIDES, R. G., NAGANO, C. S., CAVADA, B. S., LEAL-CARDOSO, J. H., COELHO-DE-
SOUZA, A. N, SANTOS, C. F. Opioid-like antinociceptive effects of oral administration of a lectin purified from
the seeds of Canavalia brasiliensis. Fundam. Clin. Pharmacol. (Print), 2011

2. BEZERRA, E. H. SA., ROCHA, B. A. M., NAGANO, C. S., BEZERRA, G. A., MOURA, T. R., BEZERRA, M.
J. B., BENEVIDES, R. G., SAMPAIO, A. H., DELATORRE, P., CAVADA, B. S. Structural analysis of ConBr
reveals molecular correlation between the carbohydrate recognition domain and nitric oxide release from endothelial
cells. Biochemical and Biophysical Research Communications, 408 (4): 566 - 570, 2011.

3. DAM, T. K., CAVADA, B. S., NAGANO, C. S., ROCHA, B. A,, BENEVIDES, R. G., NASCIMENTO, K. S,
DE SOUSA, L. A., OSCARSON, S., BREWER, C. F. Fine specificities of two lectins from Cymbosema roseum
seeds: a lectin specific for high-mannose oligosaccharides and a lectin specific for blood group H type II
trisaccharide. Glycobiology. 2011 Jul;21(7):925-33.

4.ROCHA, B. A. M., DELATORRE, P., OLIVEIRA, T. M., BENEVIDES, R. G., PIRES, A. F., SOUSA, A. A. S.,
SOUZA, L. A. G., ASSREUY, A. M. S., DEBRAY, H., AZEVEDO, W. F., SAMPAIO, A. H., CAVADA, B. S.
Structural basis for both pro- and anti-inflammatory response induced by mannose-specific legume lectin from
Cymbosema roseum. Biochimie (Paris), 93: 806 - 816, 2011.

5. FIGUEIREDO, JOZI G., B., FLAVIO S., MOTA, M. R. L., SILVESTRE, P. P., AGUIAR, C. N., BENEVIDES,
R. G., NASCIMENTO, K. S., MOURA, T. R., DAL-SECCO, D., ASSREUY, A. M. S., CAVADA, B. S.
Pharmacological analysis of the neutrophil migration induced by D. rostrata lectin: Involvement of cytokines and
nitric oxide. Toxicon (Oxford), 54: 736 - 744, 2009.

6. ROCHA, B. A. M., MORENQO, F. B. M. B., DELATORRE, P., SOUZA, E. P., MARINHO, E. S., BENEVIDES,
R. G., RUSTIGUEL, J. K. R., SOUZA, L. A. G.,, NAGANO, C. S., DEBRAY, H., SAMPAIO, A. H., AZEVEDO,
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W. F.,, CAVADA, B. S. Purification, Characterization, and Preliminary X-Ray Diffraction Analysis of a Lactose-
Specific Lectin from Cymbosema roseum Seeds. Applied Biochemistry and Biotechnology , 152: 383 - 393, 2009.

7. OLIVEIRA, T. M., DELATORRE, P., ROCHA, B. A. M., SOUZA, E. P. , NASCIMENTO, K. S., BEZERRA, G.
A. , MOURA, T. R., BENEVIDES, R. G., BEZERRA, E. H. S., MORENO, F. B., CAVADA, B. S. Crystal
structure of Dioclea rostrata lectin: Insights into understanding the pH-dependent dimer-tetramer equilibrium and the
structural basis for carbohydrate recognition in Diocleinae lectins. Journal of Structural Biology , 164: 177 - 182,
2008.

8. BEZERRA, G. A., OLIVEIRA, T. M., MORENO, F. B. M. B.,, SOUZA, E. P, ROCHA, B. A. M,,
BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., AZEVEDO, W. F., CAVADA, B. S. Structural analysis of Canavalia
maritima and Canavalia gladiata lectins complexed with different dimannosides: new insights into the understanding
of the structure-biological activity relationship in legume lectins.. Journal of Structural Biology. , 160: 168 - 176,
2007.

9. ALENCAR, N. M., ASSREUY, A. M., HAVT, A., BENEVIDES, R. G.,, MOURA, T. R., SOUSA, R. B,
RIBEIRO, R. A., CUNHA, F. Q., CAVADA, B. S. Vatairea macrocarpa (Leguminosae) lectin activates cultured
macrophages to release chemotactic mediators. Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology. , 374: 275 - 282,
2007.

10. DELATORRE, P., NASCIMENTO, K. S., MELO, L. M., SOUZA, E. P., ROCHA, B. A. M., BENEVIDES, R.
G., OLIVEIRA, T. M., BEZERRA, G. A., BEZERRA, M. J. B., CUNHA, R. M. S., CUNHA, F. A. B, FREIRE, V.
N., CAVADA, B. S. Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of the lectin from Dioclea rostrata
Benth seeds. Acta Crystallographica. Series F. , 62: 166/62 - 168, 2006.

11. MOTA, M. R,, CRIDDLE, D. N., ALENCAR, N. M., GOMES, R. C., MEIRELES, A. V., SANTI-GADELHA,
T., GADELHA, C. A., OLIVEIRA, C. C., BENEVIDES, R. G., CAVADA, B. S., ASSREUY, A. M. Modulation of
acute inflammation by a chitin-binding lectin from Araucaria angustifolia seeds via mast cells. Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology , 374: 1 - 10, 2006.

12. MORENO, F. B. M. B., BEZERRA, G. A, OLIVEIRA, T. M., SOUZA, E. P, ROCHA, B. A. M,,
BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., CAVADA, B. S., AZEVEDO, W. F. New crystal forms of Diocleinae
lectins in the presence of different dimannosides. Acta Crystallographica. Series F, 62: 1100 - 1103, 2006.

13. CAVADA, B. S., MARINHO, E. S., SOUZA, E. P., BENEVIDES, R. G., DELATORRE, P., SOUZA, L. A. G,
NASCIMENTO, K. S., SAMPAIO, A. H., MORENO, F. B. M. B., RUSTIGUEL, J. K. R., CANDURI, F.,
AZEVEDO, W. F., DEBRAY, H. Purification, partial characterization and preliminary X-ray diffraction analysis of
a mannose-specific lectin from Cymbosema roseum seeds. Acta Crystallographica. Section F, 62: 235 - 237, 2006.

Durante o periodo de estdgio em co-tutela no exterior, outro projeto em paralelo também
foi executado no CERMAV-UJF, envolvendo estudos estruturais e de especificidade da lectina B
de Burkolderia cenocepacia (BclB), um estudo envolvendo a anélise individual de cada uma das
duas subunidades que a compdem (denominadas N e C-terminal). Um resumo do trabalho que

estd em curso de conclusdo e redagdo:

B. cepacia é um complexo (BCC) de bactérias gram-negativas que compreende varias
espécies bastante similares fenotipicamente, descritas como um patégeno humano oportunista
responsavel por epidemias, em particular em pacientes com fibrose cistica. Os gliconjugados t€ém
um papel importante em fendmenos de reconhecimento molecular hospedeiro-patégeno. O
arsenal que esses microorganismos utilizam para reconhecer, aderir e infectar seu hospedeiro
compreende diversos tipos de proteinas, dentre as quais algumas reconhecem glicoconjugados:

as lectinas. Certas bactérias do complexo BCC, possuem em seu genoma quatro sequéncias
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homodlogas ao gene lecA codificado pela lectina PA-IIL em Pseudomonas aeruginosa. O estudo
de uma dessas lectinas soldveis, BclB, foram objeto desse trabalho, com o objetivo de
compreender o funcionamento e o papel dessas proteinas na infec¢do por esses microorganismos.
A andlise da sequéncia do genoma de B. cenocepacia J2315 mostra que essa proteina de 243
residuos (25,4 kDa) é composta de dois dominios: um dominio N-terminal de 128 residuos e de
funcdo desconhecida e um dominio C-terminal similar a lectina PA-IIL. Um trabalho de tese
anterior a esse, descreveu a clonagem do dominio C-terminal e o caracterizou em relagdo a sua
especificidade por fucose, sobretudo por trissacarideos como Lewis a e Lewis x, de forma similar
a PA-IIL, e também por H tipo 1 e H tipo 3, diferenciando-a de PA-IIL. Estudos envolvendo a
clonagem do dominio N-terminal ou a proteina inteira ndo chegaram a ter uma boa
caracterizacdo. Nesse contexto, dando prosseguimento ao trabalho, o dominio C terminal de
BclB foi cristalizado na presenca dos ligantes Lewis a, H tipo 1 e H tipo 2, obtendo-se dados
cristalograficos por difracdo em raios x de cristais em complexo com H tipos 1 e 2, que estdao
atualmente sendo processados e analisados. Em relacdo ao dominio N terminal, também foi
clonado separadamente, em uma constru¢do excluindo-se uma regido C-terminal codificante para
uma volta, com o objetivo facilitar a cristalizacdo. Como se tratava de um dominio de func¢do
desconhecida, sem qualquer similaridade de sequéncia disponivel, a proteina foi expressa em um
meio rico em Selénio-Met, de tal forma que esse residuo foi incorporado na sequéncia do
dominio. O dominio foi cristalizado, obtendo-se dados cristalograficos por difracdo em raios X
que permitiram verificar a incorporacdo do selénio na proteina. Apds processamento, esse
dominio pareceu apresentar um motivo similar aquele presente na cadeia leve do complexo

dineina, uma proteina motora encontrada em microtibulos, cilios ou fragelos.
Dois outros projetos foram iniciados enquadrados na colabora¢do, mas devida a lgumas

difiuldades técnicas encontradas na purificacdo das proteinas e/ou obtencao de material genético

a partir das amostras biolégicas ndo permitiram ir além como com PELa:
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Proteina

Justificativa

Objetivo

Situacao/problemas

Lectina da alga Codium
isthmocladum

Uma pequena quantidade de
lectinas puderam ser
isoladas e caracterizadas a a
partir de algas.

O laboratério  brasileiro
evidenciou uma atividade
lectinica em extratos da alga
verde C. isthmocladum.

-Clonagem e
heterdloga
-Cristalizagdo em complexo
com metais pesados

expressao

Apds diversas tentativas,
preparou-se DNA gendmico
da alga. As tentativas por
identificar o gene da lectina
a partir de iniciadores
correspondentes a sequéncia
N-terminal se revelaram
infrutuosas.

Lectina de sementes da
mimosoideae Albizia
lebbeck

As mimosoideaes contém
lectinas da familia das
jacalinas. Estudos
brasileiros preliminares

mostraram que extratos de

sementes de A. lebbeck
(ALL) possuem uma
atividade lectinica

especifica por galactose.

-Estudo da especificdade
-Clonagem e expressdo
heterdloga

A lectina foi enviada ao
CFC para ser testada em
Glycan Array apos
marcacdo. Alguma interagdo
significativa ~ pdde  ser
observada, provavelmente
devido a uma deterioracdo
da lectina durante a
marcagdo ou transporte.

A clonagem foi tentada
a partir de mRNA de
sementes. Entretanto, nao
foi possivel identificar o
gene dessa lectina a partir
dos iniciadores preparados
por estratégias diversas.
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Abstract

Lectin activity with specificity for mannose and glucose has been detected in the seed of
Platypodium elegans, a legume from the Dalbergiae tribe. The gene of the lectin PELa has
been cloned and the resulting 261 amino acid protein belongs to the legume lectin family
with similarity with Pterocarpus angolensis agglutinin (PAL) from the same tribe. The
recombinant lectin has been expressed in E. coli and refolded from inclusion bodies. Analysis
of specificity by Glycan Array evidenced a very unusual preference for complex type N-
glycans with asymmetrical branches. A short branch consisting of one mannose residue is
preferred on the 6-arm of the N-glycan, while extension by GlcNAc, Gal and NeuAc are
favorable on the 3-arm. Affinities have been obtained by microcalorimetry using symmetrical
and asymmetrical Asn-linked heptasaccharide prepared by semi-enzymatic method. Strong
affinity of 5 UM was obtained for both ligands. Crystal structures of PELa complexed with
branched trimannose and symmetrical complex type Asn-linked heptasaccharide have been
solved at 2.1 and 1.65 A resolution respectively. The lectin adopts the canonical dimeric
organization of legume lectins. The trimannose bridges the binding sites of two neighbouring
dimers, resulting in the formation of infinite chains in the crystal. The Asn-linked
heptasaccharide binds with the 6-arm in the primary binding site and extensive additional
contacts on both arms. The GIcNAc on the 3-arm is bound in a constrained conformation that
may rationalize the higher affinity that is observed on chips for oligosaccharide with shorter

3-arm that do not present this monosaccharide.

Keywords : Legume lectin, Dalbergiae, N-linked glycan, crystallography, microcalorimetry

Abbreviations :

AAP : abriged anchor primer; AP : anchor primer; ConA: concanavaline A; DGL : Dioclea
grandiflora lectin; Gal: galactose; GalNAc: N-acetyl-galactosamine; Glc : glucose; GIcNAc:
N-acetyl-glucosamine; ITC : isothermal titration calorimetry; Kg: dissociation constant;
LacNAc: N-acetyl-lactosamine; LCL: Lens culinares lectin, Man: Mannose; PAL:
Pterocarpus angolensis lectin; PELa: Platypodium elegans lectin A; PSL : Pisum sativum

lectin; TriMan: trimannose aMan1-3(ocMan1-6)Man
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Introduction

Legume lectins comprise a large family of homologous carbohydrate-binding proteins
that are found primarily in the seeds of legume plants. Despite similarities in their
physicochemical properties and their relatively conserved primary sequences, Leguminosae
lectins display considerable diversity in their carbohydrate binding specificities, not only in
terms of the recognition of monosaccharides, but also in terms of differential binding to
complex carbohydrates.! Legume lectins are central to the study of the molecular basis and
specificity of protein—carbohydrate interactions” and they also have technological
implications for the understanding of cell-cell recognition, adhesion, tumor spread, bacterial
and viral infection, and inflammation.’ However, the function of plant lectins remains
elusive,® although they are generally proposed to play a role in defense mechanisms against
pathogens and invertebrate or vertebrate predators’ or in establishment of symbiosis.® The
mechanism of action still remains unclear even though induced response mechanisms are
proposed for many pathogen- mediated injuries in plants. The direct interference with viruses
and microorganisms is rather exceptional, but the deleterious effects of plant lectins on both
predatory invertebrates and animals are well documented.” The existence of hydrophobic
sites within the structure of leguminous lectins which bind phytohormones suggests a

possible role in certain aspects of hormonally regulated plant growth and development.’

Leguminous plant lectins, although differing in carbohydrate-binding specificity have
similar amino acid sequences "and similar fold at the monomer level.® The architecture of the
so-called ‘legume lectin fold’ is structurally related to a jelly-roll motif characterized by a [3-
sandwich of 25-30 kDa that contains a carbohydrate-combining site, a tightly bound Ca® and
a transition metal ion, usually Mn?*. Variability occurs both at the level of the quaternary
fold, with a variety of dimeric and tetrameric arrangement9 and at the level of the binding
site. The floor of the binding site consists of few conserved key amino acids but its perimeter
depends on five loops with very variable size and sequence that control the carbohydrate

specificity.® 1%

Lectins isolated from legume seeds have been regarded as paradigm for investigating
the structural basis and thermodynamics of selective sugar recognition.lz; "> The interaction
between legume lectin and carbohydrate interactions is generally characterized by a low

affinity for monosaccharides (mM range). Longer oligosaccharides can yield to micromolar
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affinity, generally by generating a multivalent effect by cross-linked neighboring lectins in

. 1415
solution. ™

The large majority of leguminous lectins that have been isolated and characterized
belong to the Phaseoleae and Vicieae tribes of the Papilionoideae subfamily of
Leguminosae. ' In this context, it would be of interest to characterize the structure and fine
specificity of other lectins in different tribes in order to extend our knowledge on protein-
carbohydrate interaction. The Dalbergiae tribe is of particular interest since only one lectin
has been structurally characterized, i.e. the agglutinin from Pterocarpus angolensis seed
(PAL). Crystallography and thermodynamic studies demonstrated high affinity for both
oligomannose N-glycans and for biantennary complex type, correlated with the presence of

unusually extended binding region close to the primary binding site.'” ' 1920

In this study, we characterize the lectin from Platypodium elegans Vog, another
member of the Dalbergiae tribe. The genus Platypodium comprises two species of
leguminous trees. Platypodium elegans Vog. is a natural specie founded in the Brazil cerrado
and in transition areas between cerrado and seasonal forest.”’ We demonstrate here the
presence of a mannose/glucose lectin (PELa) in P. elegans seeds. The cloning of the gene
has been performed, resulting in the amino acid sequence determination of PELa. From the
recombinant lectin, a complete study of the structure-specificity relationship has been
performed and we describe here the molecular basis of the unusual affinity of PELa for

asymmetric complex N-glycans.
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Results

Identification of lectin activity in Platypodium elegans seeds extract

Crude extract from P. elegans seeds agglutinated rabbit erythrocytes with a titer of 2098
hemagglutination units per milliliter. Human erythrocytes with blood group A, B and O were
also tested but no hemagglutination was observed. These results indicate the expression of at
least one lectin in seeds with specificity for the oligosaccharides present in rabbit
erythrocytes. Several monosaccharides and disaccharides were tested for their ability to
inhibit PELa-induced rabbit erythrocytes agglutination as shown in Table 1. Glucose and its
derivatives a-methyl-glucoside and GIcNAc demonstrated some inhibition, albeit at rather
large concentration. The most efficient compound is mannose that could inhibit the
agglutination at concentration of 3 mM. This result indicates the presence of a

mannose/glucose-binding lectin in the crude extract from P. elegans seeds.

RNA isolation and cDNA Cloning:

oaTotal RNA was extracted from the seeds of P. elegans and amplification of cDNA ends (3'
RACE and 5' RACE) was performed using degenerated and specific primers. The specific
degenerated primers were designed based on sequence fragments involved in binding to
calcium and manganese in legume lectins (Figure 1S and Table 1S in Suppl. Mat.). 3' RACE
was carried out using primer PLAT2 and an adapter (AP), but the band obtained was poor.
On the reamplification, with the band of 500 bp as a template, the fragment was amplified.
Sequence analysis of the 500 bp 3 'RACE terminal sequence showed a stop codon, a 165 bp
sequence of 3'-noncoding region and a poli-(A) tail. 5' RACE was performed using cDNA
fragments as a template. The amplified product by the primers PLAT3 and an adapter (AAP)
gave a 800 bp sequence of PELa mRNA, with a start codon and a 15 bp sequence of 5'-
noncoding region (Figure 2S in Suppl. Mat.).

The amino acid sequence was deduced from 5° RACE product clone. Analysis of the
genomic sequence indicates that the protein has 261 amino acids. Prediction of post-
translational N- glycosylation from the amino acid sequence evidenced two consensus at
Asn7 (NST) and Asnl127 (NES). PELa sequence has similarities with other Glc/Man specific
legume lectins, such as those from Pterocarpus angolensis (72 %), Pterocarpus rotundifolius
(82 %) and Arachis hypogaea (70 %) (ID numbers: CAD19804, AATS57665 and AAA74572,

respectively). Alignment with a set of legume lectins with known crystal structures is
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displayed in Figure 1. Sequence identities vary from 72 % for the Man/Glc specific lectin
from P. angolensis to 39 % for the Gal/GalNAc lectin from E. corallodendron. The five
loops that have been described to build the carbohydrate binding sites® ' are highlighted.
Sequences in these loops present similarities with P. angolensis lectin, but not much with
other lectins, in agreement with the large panel of monosaccharides that can be bound by

legume lectins.

Production of recombinant PELa

Production of recombinant protein in E. coli BL21 resulted in the accumulation of the protein
in inclusion bodies. A renaturation protocol including solubilisation by 8 M urea was used to
obtain the protein in the soluble form (Figure 3S in Suppl. Mat.). Active PELa was obtained
by affinity purification on a manose-agarose column with a final yield of 5 mg of PELa per
liter of cell culture. The soluble lectin displays a molecular mass of 29 kDa, in agreement
with the one calculated from the translated gene (theoretical MW: 29,287 kDa). The activity
of the lectin was checked at each step of production and purification by hemagglutination

assay.

Specificity of PELa with Glycan Microarray Resource

The lectin specificity was analyzed by Glycan Array (Consortium for Functional Gycomics)
that allows the screening of a broad spectrum of natural and synthetic glycans. The Printed
Array Version 4.1 containing 465 natural and synthetic glycans was used and PELa was
observed to bind to a limited number of oligosaccharides (Figure 2A). Short oligosaccharides
are not bound with the exception of linear or branched oligomannose fragments (compounds
A and B). The lectin is specific for N-glycans. Oligomannose type N-glycan with terminal
non-reducing a-mannose are high affinity ligands (compounds C and D). However, the lectin
displays a clear preference for asymmetrical complex type N-glycans with a short 6-arm,
containing only the aMan residue, and long 3-arm with N-acetyl-lactosamine (LacNAc)
(compound F) or sialylated LacNAc (compound E) on the aMan residue. Symmetrical

complex N-glycans (compounds H, K and L) are not efficiently bound.

Glycan array results allowed a semi-quantitative analysis, by reporting the intensities
of fluorescence at different protein concentrations. As displayed in Figure 2B, the preference
for asymmetrical complex N-glycans is conserved for the three PELa concentrations tested

(50, 10 and 1 pg.ml'l) of lectin. The influence of the terminal sialic acid on the 6-arm seems

253



to be moderate since oligosaccharides E and F have rather equivalent response at low protein
concentrations. Comparing the concentration-dependant fluorescence response between
oligosaccharides E and M, and also F and N, clearly confirms that the addition of one

GlcNACc on the 3-arm significantly decreases the lectin affinity.

Glycan array data for other legume lectins are available in

http://www.functionalglycomics.org/. The classical Glc/Man legume lectins such as ConA

and PSA from Pisum sativum binds preferentially to oligomannose-type N-glycans, more
weakly to complex N-glycan, and not much to asymmetrical N-glycans. These data therefore
demonstrate that the unusual specificity of PELa for asymmetrical glycans is clearly different

from the classical Glc/Man legume lectins.

Affinity measurements by titration microcalorimetry

The affinity between PELa and the two Asn-linked oligosaccharides (compounds E
and H) was estimated by titration microcalorimetry by injecting aliquots of ligands in the cell
containing the protein. The thermograms obtained for both oligosaccharides are displayed in
Figure 4. In both cases, strong exothermic peaks are observed indicating a favorable enthalpy
of binding as classically observed in protein/carbohydrate interactions."? Using a simple one
site model, the two oligosaccharides tested bind with similar affinities, with Kd of 5 uM.
Such affinity is unusually strong for legume lectins and has been obtained only for
trimannoside in multivalent binding to ConA or Dioclea grandiflora lectin (DGL)."*"° In the
case of the symmetrical glycan H, a better fit is obtained using a model with two sites
indicating that each branch of the heptasaccharide can bind to the lectin, but with different
affinities. However, no quantitative data can be safely extracted from the two sites fit. On the

opposite, the unsymmetrical glycan E fits very well with the one site model.

As displayed in Figure 34, the shapes of the thermograms and of the integrated heat
curve are very different for the two oligosaccharides. While both compounds have
approximately the same affinity for PELa, and therefore similar free energy of binding (AG
of about -30 kJ/mol) (Table 2), the enthalpy and entropy contributions are very different. The
symmetrical compound H has a medium size enthalpy of binding (AH=-23 kJ/mol) and a
favorable entropy that contributes to approx 20% of the binding energy (-TAS = -7.6 kJ/mol).
On the opposite the unsymmetrical compound E has a much higher enthalpy of binding (AH

= -60 kJ/mol) and a strong entropy barrier with an unfavorable contribution of —TAS=30
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kcal/mol. The presence of an additional GlcNAc on the 6-arm seems therefore correlated

with loss of enthalpy contribution.

Crystal structure of PELa in complex with oligosaccharides

Overall description. Crystals for different complexes were obtained by the hanging drop
vapor diffusion method. The protein at 10 mg ml" was incubated with 1 mM oligosaccharide
prior to testing crystal growth. Co-crystallization with a the branched trimannose (¢Man1-3
(aMan1-6)Man: TriMan), yield to crystals diffracting to 2.1 A in space group P2,2,2; (Table
3). The structure was solved by molecular replacement using the coordinates of PAL ( PDB
code IN30). A dimer of lectin and one molecule of ligand are observed in the asymmetric
unit. Crystals were also obtained with the symmetrical glycan I, diffracting to 1.6 A in the
same space group. The structure was solved by molecular replacement using the coordinates
of the first structure above. A lectin dimer and two oligosaccharides are observed in the
asymmetric unit.

In both structures, each monomer of PELa adopts the classical B-sandwich fold
observed in all legume lectins, with the presence of one calcium and one manganese ion’
(Figure 5). Of the 261 residues resulting from the cloning, only 235 to 239 could be identified
in the electron density. The longer observed peptide is chain B of PELa/heptasaccharide
complex that spans from Ser8 to Tyr248. The two monomers in the asymmetric unit associate
by parallel arrangement of their back B-sheet, resulting in the “canonical legume lectin
dimer” that is classically observed in both dimeric and tetrameric legume lectins ?. The two
potential glycosylation sites Asn7 and Asnl27 are located in the disordered N-term region
and on the small helix at the surface of the protein, respectively and are therefore likely to be
glycosylated in plants.

PELa/trimannose complex. The complex of the lectin with TriMan contains very clear
density for the trisaccharide bridging two symmetry related PELa dimers (Figure 6A). The
two o-linked mannose residues are bound in facing monomers, the 1-3linked mannose in
monomer A and the 1-6 linked one in monomer B (Figure 6B). The binding modes of the two
mannose residues are very similar, each establishing five direct hydrogen bonds with sides
chains of Asp95, Asn 147 and main chain nitrogen of Glyl15 and Glu230 (Figure 6C).

Hydrophobic contacts involve Ala94 and Phel41. This interaction corresponds to the
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classical mannose binding mode observed in PAL” and ConA.* A conserved water bridge is
also observed in both sites between O2 and the carbonyl oxygen of Alall3.

The central core-mannose residue establishes bonds with both monomers, involving
Asnl45, Ser146 and GIn231 of chain A and Glu230 of chain B. The bridging TriMan results
in rather close contact of the two facing protein monomers. Protein-protein contacts are
created with the participation of Argl23B side chain hydrogen bonded to Thr148A and
Asp150A main chain. Also Asnl145 residue of each monomer interferes with the binding site
of the other monomer and participate to hydrogen bond to mannose O2 for Asnl145B or to
hydrophobic contact to C2 for Asn145A (Figure 6B and C).

As a result of its interaction with facing monomers, the TriMan shape is very
extended and differs from what has been previously observed in other complexes with
legume lectins such as PAL,*® ConA® and DGL.** Comparison between PELa and PAL
confirms the strong similarity between the binding sites, with same conformation of the five
loops, labeled A to E (Figure 7A). PAL binds the trimannoside with the cMan residue of the
6-arm in the primary binding site, as in monomer B of PELa. Nevertheless, the observed
oligosaccharide conformation is very different since TriMan folds around the phenyl residue
in the binding site of PAL and the 3-linked mannose is hydrogen bonded to an asparagine
residue in Loop A. The difference in conformation is due to a 90° shift in the ¥ dihedral
angle of the oManl-6Man linkage. Comparison with lectins from the Dioclae tribe is
displayed in Figure 7B. Binding sites loops are well conserved between Dioclae (ConA and
DGL) and Dalbergiae (PAL and PELa), with the exception of loop C that is shorter in
ConA/DGL than in PAL/PELa (14 amino acids instead of 16) resulting in a more open
binding site, as previously described.”® As a result, the TriMan conformation in ConA and
DGL is different: it folds back on the protein surface and the 1-3 linked ®-Man makes
additional contact with amino acids of Loop C. The observed conformation of TriMan in
ConA could not be possible in PELa due to the different conformation of loop C that would

result in a steric conflict.

PELa/Asn-linked heptasaccharide complex. Clear density for the whole biantennary heptose
was observed in both monomers of PELa, and the linked asparagine residue could be located
in monomer B (Figure 8A) because of its stabilization by salt bridge with Arg221 of a
symmetry related protein. Apart for this slight difference, the oligosaccharides in chain A and

B are very similar in term of conformation and hydrogen bonds (details available in Table 2S
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and 3S in Suppl. Mater.) and all description below will refer to monomer B, unless otherwise
indicated. The mannose of the 6-arm is located in the primary binding site (subsite M) with
the same orientation and the same hydrogen bond network as described above for the TriMan
ligand. With the exception of the asparagine and the first GIcNAc attached to it, all residues
are interacting with the protein surface, resulting in an extended surface of contact (Figure
8B). The second GlcNAc of the chitobiose core sits against Loop C and establishes a water-
bridged hydrogen bond with Asnl45 main chain oxygen. The numerous other contacts
involve both arms of the biantennary glycans. The GIcNAc on the 6-arm establishes three
hydrogen bonds with amino acids of site -1(Figure 8C and Table 3S in Suppl. Mater.). The
core mannose in site +2 and the 3-arm in sites +2 and +3 also display a large number of
contacts. Altogether, more than 15 direct hydrogen bonds and 6 water-bridged ones are

observed, rationalizing the high affinity measured by titration microcalorimetry.

The conformation of the oligosaccharides have been analyzed and compared to previously
determined energy maps25 (available from http://glyco3d.cermav.cnrs.fr). The conformation
BGIcNAc1-2Man and aManl-3Man of the linkages in the 3-arm are close to the global
minima (Figure 9A). For the other antenna, the Manl-6Man linkage is in a low energy
conformation, with a GG conformation of the ® angle, but the BGIcNAc1-2Man linkage is
clearly distorted with a ¥ value of about 115°, in a region of the energy map that is 4

kcal/mol above the global minimum at ¥ = 150°.

The conformation of the biantennary glycan and the network of contact are very similar to
what have been described previously for the PAL/pentasaccharide of the complex type,'”’
albeit with small differences at the extremities of branches (Figure 8C). The same
pentasaccharide complexed with ConA yield to the same position of 6- arm in subsite M and
-1, but to a different orientation of the 3-arm, again because of the important difference in
Loop C conformation.”® The same distorted orientation of the BGIcNAc1-2Man linkage in
subsite -1 was described for the ConA complex. It should be noted that in other complexes
such as PAL/heptasaccharide,'’ this linkage adopts a completely different orientation with a

large distortion in the ® angle.

Conclusion

The manuscript describes a very complete sequence/structure/specificity characterization of a

legume lectin o from the Dalbergiae tribe with unusual affinity for asymmetric complex N-
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glycans. The sequence and structure present similarity with the lectin from P. angolensis,
PAL, the only Dalbergiae lectin that was structurally characterized previously.'” ¥ 1% 20
Some of the structural features of binding of PELa to complex N-glycans are also common
to both lectins, such as the occurrence of an extended binding site that results in very large
surface of contact between the oligosaccharide and the protein. Nevertheless, very important
new data are revealed by the present work. This is the first characterisation of a lectin from
this sub-family by Glycan Array. Interestingly, PELa binds to a subset of complex N-glycans,
and this binding profile is very different to those already determined for other lectins with
Glc/Man specificity such as ConA, DGL, PSL from Pisum sativum and LCL from Lens
culinaris that all bind preferably to oligomannose type N-glycans (data available at

http://www.functionalglycomics.org/). We could also determine the very high affinity of

PELa for Asn-linked complex type oligosaccharide.

The crystallisation of PELa in complex with trimannose results in infinite lectin chains in the
crystal with one carbohydrate ligands bridging two lectins monomers through its terminal
non-reducing mannose residues. Such trimannose-bridging has already been observed in
crystal of snowdrop agglutinin27 and bacterial lectin,®® but not in legume lectins. The
resulting conformation of the trimannoside is very extended and drastically different to the
folded shape previously observed in other legume lectin complexes.zo; 23 Interestingly, the
conformational change is not due to a rotation around the ® angle, that keeps a gauche-
gauche conformation in the different legume lectins, but in the W angle that is rotated by 90°

as displayed in Figure 9.

The preference for asymmetrical N-glycans with a short 6-arm has been confirmed by a semi-
quantitative analysis of the Glycan Array data performed at several lectin conformation. No
crystals could be obtained for the complex between PELa and the asymmetric compound E,
but the complex with the symmetric compound H (heptasaccharide-Asn) gives some clues
about this preference. The GlcNAc on the 3-arm establishes contact in the extended sites+3
and +3 while maintaining a low energy conformation of the linkages involved. On the
opposite, the binding of the GIcNAc of the 6-arm in site -1 induces a strong conformational
distortion with energy cost. Oligosaccharides with long 3-arm and short 6-arm, i.e. without
GlIcNAc, would therefore be energetically favoured for binding. There is therefore an
excellent agreement between Glycan Array and crystallographic data. However, solution data
from ITC are not concordant since both the asymmetric and symmetric glycan binds with

same strong affinity to PELa. Nevertheless, the enthalpy profile are different, and the
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asymmetric glycan has a much stronger enthalpy of binding, which is in agreement with the
hypothesis that an extra GIcNAc on the 6-arm is not favourable. The difference in entropy
contribution between the two oligosaccharides is more difficult to explain. However, it is
clear that the entropy contribution would be much different for an oligosaccharide presented
by its Asn anchor on a chip (or a glycoprotein) than for the same oligosaccharide in solution.
This work therefore exemplifies one of the cases where the physicochemical state of the

ligand, i.e. solution state or attached to a surface, can influence its affinity for a receptor.

Materials and Methods
Materials

Platypodium elegans seeds were purchased from Reserva de Reflorestamento Flora Tieté
(Sao Paulo, Brazil) and were stored at room temperature or at -70 °C. Monosaccharides,
disaccharides, sulfated polysaccharides (Fucoidan, Carageenan) and glycoprotein (Pork
Stomach Mucine) were purchased from Sigma-Aldrich (USA). The oligosaccharides were

gift from Carlos Unverzagt (Germany)

Haemagglutination tests on seeds extract

The seeds were ground and later deflated in the presence of n-hexane. A protein extract was
prepared from 1 g of the ground seeds with 10 mL of 0.15 M NaCl at room temperature for
three hours. The homogenate was centrifuged at 16000 g for 20 min at 4 °C and the
precipitate was discarded. The hemagglutinating activity of the lectin was determined by a 2-
fold serial dilution procedure using native rabbit or human erythrocytes as described
previously.” The hemagglutination titer was defined as the reciprocal of the highest dilution
exhibiting observable hemagglutination. Inhibition of agglutination by sugar was assayed by
serially diluting the solution of sugar in the microtiter wells, followed by the addition of four
agglutinin units of the lectin, followed by the addition of erythrocyte suspension after 30 min.
The lowest concentration of sugar that visibly decreased the extent of agglutination was

defined as the minimum inhibitory concentration (MIC).
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Cloning of PELa and sequencing

For RNA isolation, 1 g of seeds was ground to a powder with a pestle under liquid nitrogen.
Total cellular RNA was isolated with Concert Plant RNA reagent (Invitrogen), according to

the manufacturer’s protocol.

3’-RACE and 5’-RACE. Partial cDNA was synthesized from total mRNAs using rapid
amplification of cDNA ends (3’-RACE kit, Invitrogen) with the combination of the following
primers: PLATI (5’-TNGCNGTNGARTTYGAYAC-3’) or PLAT?2 (5-
CAYATHGGNATHGAYGTNAA-3’) how forward primers and adapter primer (Invitrogen)
how reverse primer. The degenerated forward primers (PLAT1 or PLAT2) for the gene of the
seed lectin of P. elegans were designed for minimal degeneration, from the primary sequence
of Pterocarpus angolensis lectin (acession number: CAD19811). We used the corresponding
sequences from the conserved metal-binding sites of legume lectins. All the PCR’s were
performed using GoTaq polimerase (Promega). After amplification and purification, the
parcial cDNA amplified was cloned into pPGEM®T-easy (Promega). Sequence analysis was
performed to confirm the according sequence and was used to design a specific reverse
primer to synthesize the total cDNA from total mRNA using 5’-RACE kit (Invitrogen):
PLAT3 (5-TGATATAGAGATCCCTCTGGA-3"); how forward primer was used the
abridged ancor primer (Invitrogen). The PCR fragment was purified, cloned into the
pGEM®T-easy (Invitrogen) and submitted to sequence analysis. The amplified DNA was
further cloned into pET-29a: the oligonucleotides primers were as follows: 5’-
GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC-3’ (PLAT4) and 5’-
GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC-3" (PLATS), containing Ndel and
HindIII restriction sites, respectively (underlined sequences). PCR was performed using the
5’-RACE amplified product as a template. After digestion with Ndel and HindIIl, the
amplified fragment was introduced into the multiple cloning site of pET-29a (Invitrogen),

resulting in the plasmid pET-29a_PELa.
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Production and purification of recombinant PELa

Escherichia coli BL21 cells containing the plasmid pET-29a_PELa were cultured in LB broth
medium at 37 °C. When the culture reached an OD600 of 0.5-0.6, IPTG (isopropyl b-D-
thiogalactoside) was added to a final concentration of 0.5 mM. Cells were harvested after 4 h
incubation at 30 °C, washed and suspended in equilibrating buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 5 mM MnCl,). The cells were broken by cell disruption
(Constant Cell Disruption System) at 1700 bars. After centrifugation at 20000 g for 30 min at
4 °C and filtration, the pellet was 2x washed with 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 4 M Urea, 0.5 M
NaCl, 1 mM EDTA, 0.5 % Triton X-100. The final precipitate was denatured and solubilized
in 50 mM Tris-Cl pH 8.0, 8 M Urea, 10 mM DTT and, after centrifugation at 20000 g for 30
min at 4 °C, had its protein concentration adjusted to 1 mg/ml. 50 mL of the denatured
protein solution at 1mg/mL was slowly diluted in 950 mL of 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 240
mM NaCl, 2 mM MnCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM KCI, 1mM DTT. After 1 hour at 10 °C and

filtration, the fresh refolded protein was submitted to the purification step.

The purification of PELa was performed on a D-mannose-Sepharose column (Sigma-—
Aldrich). PELa refolded was allowed to bind to the immobilized mannose in equilibrating
buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 5 mM MnCl,). After washing
with equilibration buffer, PELa was eluted using 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5
mM CaCl,, 5 mM MnCl,, 200 mM D-Mannose. The purified protein was washed and
concentrated as desired using a Vivaspin ultrafiltration device (cutoff 10 kDa; GE

Healthcare) and stored at 4 °C.

The fractions and the protein purity were analyzed by 12% SDS-PAGE and the protein was

stained with Coomassie brilliant blue (Sigma-Aldrich).

Isothermal Titration Microcalorimetry analysis

ITC experiments were performed with a VP-ITC isothermal titration microcalorimeter
(Microcal; GE Healthcare). Experiments were carried out at 25 °C = 0.1 °C. Protein was
prepared in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 5 mM MnCl, and the
same buffer was used to prepare the oligosaccharide solutions. Protein concentrations used
for ITC was 0.06 mM. Injections of 10 pL of each oligosaccharide solution at various
concentrations (from 0.4 to 0.8 mM) were added automatically to the protein solution present
in the calorimeter cell. Control experiments performed by injection of buffer into the protein

solution yielded insignificant heats of dilution. Integrated heat effects were analyzed by non-
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linear regression using a single-site binding model (Origin 7.0). The experimental data fitted
to a theoretical titration curve gave the association constant (K,) and the enthalpy of binding
(AH). The other thermodynamic parameters such as changes in free energy (AG) and entropy
(AS) were calculated from the equation AG = AH - TAS = -RTInK,, where T is the absolute
temperature and R is the molar gas constant (8.314 J mol K™, All experiments were

performed with c values of 10 < ¢ < 100.

The glycan microarray analysis

Purified PELa sample was labeled with Alexa Fluor 488 (Invitrogen, CA) according to
manufacturer’s instructions and re-purified on a D-Salt polyacrylamide desalting column
(Pierce, Rockford IL). Alexa-labeled protein was used for glycan-array screening with
standard procedure of the Protein-glycan Interaction Core (H) of the Consortium for

Functional Glycomics (CFG) (http://www.functional glycomics.org).

Crystallization and structure determination

PELa was concentrated in 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5mM CaCl,, 5 mM
MnCl; to 10 mg/mL with addition of Triman or compound H at the final concentration of 1
mM. Crystallization conditions for PELa were screened using the hanging-drop vapor
diffusion method with a commercially available crystallization solution (Hampton Research
Screens I and II, Hampton Research, Riverside, CA, USA) at 20 °C. Drops were prepared
by mixing 1.0 pL sample solution and 1.0 pL reservoir solution, followed by equilibration
against 500 pL reservoir solution.

Crystals of PELa/TriMan complex were obtained using crystallization condition 42 from the
Crystal Screen II kit (1.5 M Ammonium sulfate, 0.1 M Tris pH 8.5, 12 % v/v Glycerol).
Crystals were frozen in liquid nitrogen (100K) after soaking them for as short a time as
possible in 25 % (v/v) glycerol in precipitant solution. Data sets were collected at ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility), Grenoble, France, on stations ID14-2 using an
ADSC Q4R CCD (charge-coupled device) detector (Quantum Corp.). A diffraction data set
was collected to 2.2 A resolution in the orthorhombic space group p2,2,2,. Crystals for
PELa-heptasaccharide complex were obtained from solution 48 of the Hampton screen II
containing 100 mM bicine pH 9 10 % PEG 20K and 2 % dioxane. The concentration of
glycerol was increased to 30 % for cryoprotection prior mounting and freezing in liquid

nitrogen. Data sets were collected at ESRF on station BM30 using an ADSC Q4R CCD
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(charge-coupled device) detector (Quantum Corp.) to 1.6 A in the orthorhombic space group

P212,2;. The statistics of the both data collections are given in Table 3.

Structures determination

Phasing information was obtained using a monomer of Pterocarpus angolensis lectin (PDB
code 1N30, with removal of water molecules) as a probe for molecular replacement for the
orthorhombic crystal form of PELa/TriMan complex using the program PHASER.” For the
PELa/heptasaccharide complex, the crystal structure of the PELa/TriMan complex was used
as template. Crystallographic refinement was carried out with the program REFMAC®' and
manual model building was achieved using Coot.*” Refinement statistics of both structures
are given in Table 3. Co-ordinates have been deposited at the Protein Data Bank under code
3ZVX and 3ZYR, respectively. Molecular drawings were prepared using PyMOL Molecular
Graphics  System  (DelLano  Scientificc, Palo Alto, CA) and LIGPLOT®
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LIGPLOTY/).

Protein Data Bank accession number
Protein sequence : AEK69351

Crystal structures : 3ZVX, 3ZYR
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Figure legends

Figure 1. Aligned amino acid sequences of legume lectins. Multiple alignment and
secondaries structures prediction were achieved using the webESPript program.’* The
sequence data were obtained from the Entrez protein sequence database. ID numbers:
AEK69351 (Platypodium elegans lectin), CAD19804 (Pterocarpus angolensis lectin),
2PEL_A (Arachis hypogaea lectin), CAA25787 (Canavalia ensiformes lectin), BAA36415
(Robinia pseudocacia lectin) and CAA36986 (Erythrina collarodendrom lectin). Symbols:
alpha helices (a), 310 helices (1), beta strands (B), strict alpha turns (TTT), beta turns (TT),

sugar binding residues (green square), metal binding residues (purple square).

Figure 2: Glycan array data. Upper panel : binding of labeled PELa (10 pg/ml) to all
carbohydrates of the glycan array v 4.1. Lower panel: comparison for binding at three lectin

concentrations (green 50 pg/ml, orange 10 pg/ml, violet 1 pg/ml).
Figure 3: Schematic representation of the oligosaccharides-Asn.

Figure 4: Microcalorimetry data. ITC plot (measured by VP-ITC, Microcal) obtained from
the titration of PELa (60 uM) by Asn-linked glycans H (panel A) and E(panel B). The plots
in the lower panel show the total heat released as a function of total ligand concentration for
the titration shown in the upper panels. The solid line represents the best least-square fit to

experimental data using one site model.

Figure 5: Overall structure of a dimer of PELa complexed with trimannoside. Peptide
chains are represented as ribbon colored in red (chain A) and blue (chain B).
Oligosaccharides are represented by sticks and calcium and manganese ions by green and

violet spheres, respectively.

Figure 6. Crystal structure of PELa/trimannoside complex. A. Chains of PELa lectins
bridged by trimannosides with same color code as in Figure 5. B. Close view of the interface
with the trimannoside represented together with its 2mFo-DFc electron density maps
contoured at 16. Chain A is represented by its accessible surface and chain B as cartoon. C.
Ligplot representation of the hydrogen bonds and van der Waals contact around the

trimannoside.

Figure 7. Comparison of PELa/oligosaccharide complexes with related ones from other

legume lectins together with labelling of loops from the binding site. A. Superimposition
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of chain A (blue) and chain B (cyan) from PELa/trimannoside complex together with
PAL/trimannoside structure (magenta: PDB code 1Q8V). *° B. Orthogonal view for chains A
and B of PELa together with trimannoside complexed with ConA (dark green: 1ONA) » and
with Dioclea grandiflora lectin (light green: IDGL).* C. Superimposition of chain B (cyan)
from PELa/Asn-linked heptose complex with complex oligosaccharides in the crystal of PAL
(magenta: 2ARX, salmon: 2A6X)17, Lathyrus ochrus lectin 1 (yellow: lLOF)35 and ConA
(green: ITEI).26

Figure 8. Crystal structure of PELa/Gn2Man3Gn2-Asn complex. A. 2mFo-DFc electron
density maps contoured at 16 of the heptasaccharide-Asn in monomer B. B Representation
of the oligosaccharide on the protein surface . C. Ligplot representation of the hydrogen
bonds for the ligand in monomer A. The chitobiose and asparagine moiety do not establish
hydrogen bond with the protein, and for the sake of clarity, they are not displayed in the

figure.

Figure 9. Analysis of the conformation of oligosaccharides bound to PELa. A. Energy

maps are from 3D-cermav (http://glyco3d.cermav.cnrs.fr). Conformation at each linkage of

TriMan and heptose-Ans bound to PELa are represented by circles and triangles respectively.
Open and filled triangles represent conformations of the 6-arm and 3-arm, respectively. B.
Comparison of the three binding modes observed in crystal structures: TriMan bound
through the oManl-3 (cyan) and by the oManl-6 (green) residues, and heptose-Asn
(yellow).
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Table 1. Inhibition of hemagglutination Activity of P. elegans seeds crude extract by various

sugars

* No inhibition observed at concentration of 100 mM

Sugars

Minimum inhibitory

concentration (MIC)

D-Galactose

Methyl-a-D-Galactopyranoside

D-Galactosamine
N-acetyl-pB-D-Galactosamine
L-Fucose

D-Glucose
Methyl-a-D-Glucopyranoside
N-acetyl-D-Glucosamine
D-Mannose
N-acetyl-D-Mannosamine
D-Arabinose

Lactose

Lactulose

Fucoidan

Carageenan

Pork Stomach Mucine

*

50 mM

12.5 mM

25 mM

3.125 mM
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Table 2. Microcalorimetry titration data for the binding of the oligosaccharide E and H
to PELa. All measured values are averaged over at least two experiments. Standard
deviations are <0.03 for n values and < 5% for the other ones.

Ligand K, (10°M") K, (uM) n AG (kJ/mol) -AH (kJ/mol) -TAS (kJ/mol)

Compound H 0.22 4.4 (0.3) 1 -30.6 23.0 (0.3) -7.6 (0.4)

Compound E 0.16 6.0(0.2) 0.75 -29.9 59.3(1.8) 29.4 (1.8)
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Table 3. Data collection and refinement statistics

Triman Hepta-Asn
Beamline (wavelength, A) 1d14EH1/0.933 BM30A/0.9797
Spacegroup P2,2,2, P2,2,2,
Cell dimensions a,b,c (10\) 42.62 80.68 148.76  51.4076.98 125.59
a, B, v (deg.) 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0 90.0
Resolution 42.60-2.10 47.57-1.65
(outer shell), A (2.21-2.10) (1.74-1.65)
Measured/ Unique reflections 99535/28894 186416/55022
Average multiplicity 342.4) 3.4 (2.6)
Rumerge 0.082 (0.330) 0.054 (0.250)
Completeness (%) 93.7 (70.1) 91.4 (65.8)
Mean 1/ ol 9.3 (2.0) 13.6 (3.9)
Wilson B 24.7 14.00
Rerys/ Rfree 19.5/25.2 15.5/18.8
Rinsa bonds, A 0.015 0.015
Rinsq angles,® 1.54 1.59
Rmsd chiral, A’ 0.106 0.098
Protein atoms 1935/1926 2004/1986
Bfac A? 23.5/23.7 12.4/14.0
Water molecules 177/149 295/223
Bfac, A® 29.0/28.3 25.7/26.6
Ligand atoms 34 89/92
Bfac, A® 22.6 14.2/16.6
Hetero atoms 18/8 30/12
Bfac, A? 32.4/33.5 24.7/25.7
PDBcode 3ZVX 3ZYR

271



P elegans

P_elegans caaw e e
P_sngolensis = . ........
C _ensiformis ik
R_pseudoacacia MA
E corallodendron . .
A hypogas gal

P_elegans

P _elegans
P_angolensis
C_ensiformis

R _pseudoacacia

E corallodandren
A_hypegae_gal

P alegans
11

P elegans

F_angolensis

C ensiformis

R _pseudoacacia

E _corallodendron

A _hypogae gal

P _elegans

F_elegans

P _angolensis

C ensiformis
R_pssudoacacia
E corallodendron
A _hypogas gal

P elegans

P _elegans
F_angolensis

C ensiformis

R _pseudoacacia
E corallodandron
A_hypogae gal

Figurel

272



i
14000 -
ndh
L g 011
Bl B14
12000 = 2.
alny” wid
il
E alp S
i alk
Spid
aln azz F"_,..—"
E (M pas s
® paa (g
sn 6 s
] | b2
iz
ol
| K
alf
] .j”ul
1 21 41 81 81 101 121 141 161 181 201 2271 241 251 281 301 321 341 361 381 401 421 441 481
Chart Mo
25000 -B
20000
15000
10000 4
5000 4
L]
A B C D E F G H 1 1] K L M N
Figure 2

273



Compound H

| pH-acstrkines s am liklass
2. RP-HPLC

y 3. MacH
L g I Tiration

o vlL
éﬁa«ﬂé%vffﬂq 4§ff“ﬁ§¥wjﬁ

Compound E

Figure 3

274

3

4



plisec

kJ/mole of injectant

A

20

Time (min) Time (min)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 &0 80 100 120 140 160
T I 1 T 1 T 1 T 1 | - | Ak L L | Lo . T T LU B T
0 - e e B e et 0 - Lot ot P A P st
il R ' 1 4 |" E
S O
[ ] ‘ ‘ ‘ |
2 4 -2 .
-3 . § -3 4 N
-4 4 = 4 -
1 -
5 . -5 ] I
- i, 5 2
-7 T T T T T T T -2 T T T T
0- LT T T I
=10 - -
-10 4 4
% 20
-20 - 4 3g )
% I..
=30 - 4 = =30 .. =
o
@ ||
-40 4 5 =40 4 o
E
=50 - - 2 .50 - a
-60 L A = o T -B0 . - - . -
6o 05 10 15 20 25 3.0 35 0.0 05 1.0 15
Meolar Ratio Molar Ratio
Figure 4

275



Figure5

276



C

Asn 458

(i'._mi-"_’

GinZ3 B

Glul WE [
i
i
#j‘-r 1461

Figure 6

GlnZilA

277



Figure 7/

278



Table 18. List of primers used for the cloning of PELa

Corresponding
Primer Type 5’- Sequence — 3’* Aminoacid Step
Sequence
PLATI1 forward TN GCN GTN GAR TTY GAY AC (VILMAVEFDT | 3’-RACE
PLAT2 forward CAY ATH GGN ATH GAY GTN AA HIGIDVN 3’-RACE
PLAT3 reverse TGATATAGAGATCCCTCTGGA SRGISIS 5’-RACE
AP reverse GGCCACGCGTCGACTAGTACTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’-RACE
AAP forward GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG 5’-RACE
PLAT4 forward GGAATTCCATATGCTACTGAATAGGGCAAAC (Nde)MLLNRA i];:;_igga
PLATS reverse GGCAAGCTTTCACATATCACGTGCAAGATAC LARDM Stop PET-29
(HindIII) cloning

*R, Y, and N indicate (A or G), (C or T), and (A, C, G or T), respectively. I, inosidic acid.

The underlined sequences indicate the positions of the Ndel and Hindlll, respectively.
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Table 2S. Torsion angles (®,¥) or (®,¥,m)" at each glycosidic linkages in the crystal

structures of PelA/oligosaccharide complexes. All values in °.

TriMan

Hept_chain A

Hept_Chain B

oManl -6Man

BGIcNAc1-2Man

oManl -3Man
BGIcNAc1-2Man

BMan1-4GlcNAc

BGIcNAc1-4GlecNAc

70.2, 104.8, -52.6

65.1, 122.6

90.3, -153.2,-57.1

-78.9,115.3

70.3, 126.5
-84.6, 152.1

-68.2,-127.6

-66.8, -113.2

85.6,-151.4, -
60.4
-84.3,117.9

68.9, 128.0
-83.0, 152.3

-70.1, -130.3

-57.1, -120.7

* ®=0(05-C1-01-Cx’), ¥=6( C1-01-Cx’-Cx,,), ®=0(01-C6’-C5’-05"),
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Table 3S. List of hydrogen bonds between the Asn-linked heptose and PELa

Heptose Protein
aManl -6 02
03 G115.N

Watl...Ser146.0
Watl...06 GN(6)

04 Ap95.0D1
Asnl147.ND2
05 Glu230.N
06 ASP95.0D2
Gly229.N
GIn231.N
BGIcNAc1-2 (6 arm) O3 Wat2...Alal13.N
04 Glyl11.0
06 Watl...Ser146.0
o7 Ser54.0G
oManl -3 06 Asnl45.ND2
BGIcNAcl-2 (6 arm) 06 Asn92.N
Wat3...Ser91.A
o7 Wat4...Asn92.0D1
BMan1-4 02 Asnl145.0D1
Ser146.0G
04 GIn231.0E1

Wat5...GIn231.NE2

BGIcNAcl1-4 N2 Wat6...Asn145.0
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ADAPTER (AAP) PLAT 2

—>
cccc\ 5 UTR ‘ START STOP ‘ 3’ UTR ‘ AAAAAA
l <« <«
; PLAT 3 ADAPTER:
1 ] 1
1 1 (AP
1 1
1 1
1 1

3" RACE product (515 pb)

5 RACE product (837 pb)

Figure 1S. The complete structure of PELa coding mRINA obtained from 3°
and 5" RACE sequence products (coding region: 786 nucleotides) UTR:
uncodedterminalregion.
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Figure 2S. PELa mRNA sequence. PLAT 1,
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Figure 35. Refolding and purification of PELa. 1.8. Molecular weight marker
(kDa) 2. Crude homogenate trom £. coli cells before induction 3. Crude
homogenate from E. coli cells after 4h of induction with 0.5 mM IPTG 4. Soluble
proteins from distupted cells 5,6. Inclusion bodies pellet washed with 4 M urea 7.9.
Inclusion bodies suspended in 8 M urea 10. Refolded PELa before purification 11.
Fraction not retained on Mannose-Sepharose 12.13. Fraction retained on Mannose-
Sepharoge eluted with 0,2 M D-mannose(PELa) 14.PELa at 3 mg/mL
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