Proposta de Projeto para o Programa Institucional de Bolsas de Iniciacao Cientifica — PIBIC

Estudos da interagdo entre as proteinas HBXIP-c7orf59 e HBx

Pesquisadora responsavel: Dr* Juliana H. C. Smetana (LNBio)

Co-orienta¢dao: Mariana Piccoli Gongalves

1. Introducio/estado da arte

Em eucariotos, as vias de sinalizacdo celular sdo importantes para a coordenacao de diversas atividades
e fungdes celulares, sendo comumente controlados por proteinas scaffold e adaptadoras, que por sua vez
formam os complexos de sinalizagdo. Desvendar a estrutura e a arquitetura molecular dessas proteinas ¢ muito
importante para compreendermos os processos de regulagdo espacial e temporal do processo de sinalizagdo

celular.

Através de processos de sinalizagdo celular, fatores de crescimento, niveis de energia e de aminoacidos
podem promover o crescimento celular através da ativagdo da mTORCI-quinase. Foi mostrado que
aminoacidos promovem a translocacdo da mTORCI1 para as membranas dos lisossomos, onde proteinas Rag
GTPases residem, e sdo responsaveis pela translocagdo da mTORCI1 até seu ativador, Rheb. O complexo
Ragulator, por sua vez, ¢ responsavel por interagir com as Rag GTPases, recrutando-as para os lisossomos,
sendo assim essencial para a ativacdo da mTORCI através da via de sinalizacdo mediada por aminodcidos

(Sancak, 2010).

A estrutura do complexo Ragulator foi recentemente caracterizada por diversos grupos independentes,
demonstrando que o pentdmero ¢ formando por dois heterodimeros, MP1-p14 e c7orf59-HBXIP, enlacados
pela proteina p18. Os heterodimeros apresentam pouca interacdo entre si, sendo a proteina p18 a principal
responsavel por manter a unidade do complexo (Araujo, 2017; Su, 2017; Mu 2017; Zhang, 2017; Yonehara,
2017) (Figura 01). Nosso grupo recentemente resolveu a estrutura do dimero HBXIP-c70rf59 e caracterizou

um novo mecanismo de regulacdo do Ragulator por fosforilagao (Rasheed et al, 2019).

A proteina HBXIP (mammalian hepatitis B X-interacting protein), foi originalmente identificada num
contexto bastante diferente da via de ativacdo da mTOR: foi descoberta devido a sua interagdo com a por¢ao
C terminal da proteina HBx (HBV X protein), transcrita pelo virus HBV (Chronic hepatitis B virus) (Melegari,
1998), causador da Hepatite B, uma doenca infecciosa que acomete o figado, sendo associada ao aumento do

risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC) (Beasley, 1981).

Neste contexto, a proteina HBXIP atuaria como um elo de ligagdo entre a maquinaria celular e o

patégeno viral, tendo o papel de suprimir a morte celular. Resultados ndo publicados do nosso grupo



mostraram que HBx interagem com subunidades do Ragulator em células transfectadas e que um peptideo

derivado da regido C-terminal da HBx ¢ capaz de interagir com o dimero HBXIP-c70rf59 in vitro.

HBx ¢ uma proteina de cerca de 16 kDa cuja estrutura completa ¢ desconhecida, provavelmente trata-
se de uma proteina intrinsecamente desenovelada, assim como a subunidade p18 do Ragulator. Uma hipdtese
interessante ¢ que HBx possa ocupar a mesma interface de p18 na regido de interagdo com HBXIP. Sendo
assim, buscamos elucidar as bases estruturais da interagdo HBXIP-HBx para compreender como ela se

relaciona com o Ragulator pentamérico.
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Figura 01: Estrutura cristalografica do complexo pentamérico Ragulator (Su, 2017). A estrutura é formada a partir de
quatro proteinas que apresentam dominios Roadblock, organizadas sob a forma de heteodimeros (MP1/pl4 e
c7orf59/HBXIP) e a proteina p18, que atua como um lago unindo os heterodimeros.

2. Objetivos

Objetivo geral: Esta proposta tem o objetivo de produzir o complexo HBx-HBXIP-c70rf59 em E. coli para

estudos estruturais ¢ ensaios de interagao.

Objetivos especificos:

—> Produzir e purificar o dimero HBXIP-c70rf59 para ensaios de co-cristalizacdo com peptideo e ensaios
biofisicos que serdo realizados pela doutoranda do grupo, Mariana Piccoli Gongalves, e acompanhar a

realizacdo desses experimentos;



—> Padronizar a expressdo em E. coli da constru¢do GST-HBx (C-terminal) sozinha ou com o dimero HBXIP-
c7orf59, e realizar ensaios de interacdo (GST pulldown) para confirmar a interagao.

—> Padronizar a expressdo em E. coli de um vetor multicistronico de expressao do trimero HBXIP-c7orf59-
HBx (C-terminal), visando a obtencdo de proteina soluvel em quantidade suficiente para ensaios de

cristalizagao.

3. Meétodos

3.1.  Expressdo e purificacdo: A purificacdo do dimero HBXIP-c70rf59 seguira protocolos ja padronizados

em nosso grupo, que consistem, resumidamente, na expressdo das proteinas em E. coli em fusdo a
cauda de polihistidina e subsequente purificacdo por cromatografia de afinidade a metal imobilizado
seguida de gel-filtracdo. Todos os vetores de expressdo necessarios a execugdo do projeto ja estdo
prontos.

3.2.  Ensaios de interacdo: As proteinas serdo submetidas a ensaios de pulldown para purificacdo e o produto

da purificacdo serd analisado através de gel de SDS-PAGE e Western blot.
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