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Apresentacao

Esta Disseratacdo de mestrado foi elaborada em capitulos trés capitulos,
de acordo com as normas vigentes do Programa de Pds-Graduacdo em Genética
e Bioquimica da UFU, sendo o primeiro uma revisdo bibliografica do tema
abordado, o segundo é o artigo elaborado durante os 2 anos de mestrado e o

terceiro um capitulo de resultados complementares.

Nos Ultimos anos, nosso laboratério estabeleceu uma importante
colaboracdo com o laboratorio do professor George Bloom, na University of
Virginia. Durante este tempo o professor Cameron foi convidado diversas vezes
para desenvolver experimentos e colaborar em projetos que ja4 estdo em

desenvolvimento no laboratério do professor Bloom.

Em Dezembro de 2006, fui convidado pelo professor Cameron e pelo
professor Bloom a visitar esta universidade e desenvolver meu projeto de
pesquisa parte nos Estados Unidos e parte no Brasil. Desde essa data, ja passei
cerca de dois anos na University of Virginia desenvolvendo os experimentos

referentes a meu projeto de Mestrado.

Desde que iniciamos esta colaboracdo, nosso laboratério vem se
dedicando a pesquisa da dinAmica de citoesqueleto, mais especificamente sobre
a dinamica do filamento de actina mediada pela familia IQGAP e pequenas
GTPases. Entre outros resultados, desenvolvemos um método de purificacdo de
IQGAP1 nativo, onde observamos a forte ligacdo entre IQGAPL e actina, que
embora seja resistente a varios procedimentos de dissociacao, mostrou-se

sensivel a concentracdo de NaCl presente no meio.

A regulacdo do filamento de actina feita por IQGAP1 €& diretamente
relacionada a presenca de outras proteinas, principalmente da familia Rho
GTPases, com CDC42, Racl e RhoA. Estas proteinas tém fungédo fundamentais
em varios mecanismos essenciais para a sobrevivéncia da célula, como
recrutamento de actina G para formacdo de filamentos, reorganizagdo dos

filamentos para formacdo de pseudopodes, interacdo celuar, entre outras funcdes.



IQGAP1 age ligando-se a actina, por meio de seu sitio CHD, e as
pequenas GTPases ligam-se no dominio GRD, desta forma alterando a dinamica
do filamendo de actina, podendo estimular ou deprimir a polimerizacdo deste

filamento.

No capitulo 1 trouxemos a fundamentacao teorica deste trabalho, fazendo
uma breve revisdo sobre a dinamica do citoesqueleto, com foco no filamento de
actina e suas interacbes com as proteinas da familia IQGAP e as pequenas
GTPases da familia Rho. Falamos da regulacao feita por essas proteinas e 0s
mecanismos em que elas estdo envolvidas e como suas deficiéncias podem gerar

doencas associadas a dindmica inadequada do citoesqueleto.

O capitulo 2 tem como finalidade mostrar como a interacédo entre IQGAP1 e
Cdc42 ou Racl, mediado por GDP ou GTP, influencia na dinamica do filamento

de actina.

No capitulo 3 mostramos o processo de purificacdo de IQGAPL nativo e a

forte ligacdo que esta proteina estabelece com actina.



RESUMO

O citoesqueleto € um componente vital, tendo algumas fungfes basicas
para o funcionamento normal e a manutencdo das atividades celulares, como a
emissao de pseudodpodes, o transporte de vesiculas e de outros componentes, a
migragdo, entre outros. Estdo envolvidos nesses processos microtabulos,

filamentos de actina, filamentos intermediarios e vérias proteinas associadas.

Dentre essas proteinas, podemos citar as pertencentes a familia IQGAP.
Elas séo proteinas reguladoras da dinamica de actina, mediadas por GTP e GDP.
Trés delas estdo presentes em humanos, IQGAPL, IQGAP2 e IQGAP3. Essas
proteinas sdo muito similares entre si e tém seus dominios e sequéncias primarias
muito conservadas. A regulacdo e interacBes destas proteinas, com actina e

pequenas GTPases também sdo descritas de maneira muito similar.

A interagdo das proteinas IQGAPs com Cdc42, Racl e Rho é muito
importante na regulacdo da dinamica do filamento de actina, podendo acelerar a
polimerizacdo ou deprimir, dependendo da interacédo especificada. Podemos ver
como elas estimulam a polimerizacdo de actina, sozinhas ou na presenca de
IQGAPL1.

O processo de purificacdo de IQGAP1 nativo, de rins bovinos, foi elaborado
para melhor observar a dindmica desta proteina. Embora a ligacdo entre IQGAP1
e actina tenha se mostrado muito forte e resistente a diversos processos de

dissociacdo, mostrou-se sensivel a concentracao de NacCl.

Dentro deste trabalho nosso principal objetivo foi estudar a influéncia que a
interacdo entre Racl e Cdc42 com IQGAP1 exercem na dinamica do filamento de
actina e, mais especificamente, avaliar a influéncia, no filamento de actina, das
interagcdes entre IQGAP1 e Racl e IQGAP1 e Cdc42, comparativamente, alem de

desenvolver um método de purificacdo de IQGAPL1 nativo.

Palavras Chave: IQGAP1, actina, Racl, Cdc42



CAPITULO |

FUNDAMENTACAO TEORICA

INTERACAO ENTRE IQGAP1 E ACTINA, MEDIADO POR Cdc42 E Rac1



INTRODUCAO
CITOESQUELETO
Aspectos Gerais

A determinacédo da forma, sinalizacdo, adesao, migracédo, transporte pela
membrana e muitos outros eventos celulares sao baseados na dindmica do

citoesqueleto.

O citoesqueleto é formado basicamente por trés tipos de filamentos: 1) os
filamentos de actina (~6 nm de didmetro), composto por polimeros de actina-G; 2)
0s microtubulos (~25 nm de didmetro), que sédo polimeros de a- e B-tubulina e 3)
os filamentos intermediarios (~10 nm de diametro), sendo estes compostos por
uma estrutura de mondémeros proteicos, como queratinas, vimentinas, laminas,
nestinas, entre outros (Oshima, 2007). Juntos, estes elementos individuais criam

uma rede integrada composta por inumeros subdominios.

O citoesqueleto ndo esta limitado a fun¢des estruturais. Outras proteinas
se associam a esta rede e sao importantes para a diversificacdo e especificidade
de suas funcdes. Proteinas reguladoras da polimerizacdo e da despolimerizacéo
dos filamentos e os motores moleculares (MM) interagem com o citoesqueleto
conferindo-lhe fung¢des dinamicas e importancia em diversos processos celulares
(Vicente-Manzanares et al., 2005). Os MM s&o uma classe especial de enzimas
gue utilizam a energia proveniente da hidrolise de ATP para deslizar ao longo dos
filamentos de actina ou microtubulo, sendo responsaveis pelo deslocamento

celular e transporte de particulas no interior da célula (Takaine et al., 2009).

Existem diferentes MM para distintos filamentos presente no citoesqueleto.
Aos microtubulos associam-se duas familias de MM: as cinesinas e as dineinas.
Os membros da familia das cinesinas tém sua estrutura diversificada, estdo
envolvidos no transporte de organelas, partindo da extremidade negativa do
microtubulo em direcéo a extremidade positiva (Akhmanova & Hammer l11, 2010),
e estdo diretamente ligadas ao processo de divisdo celular (Akhmanova &
Hammer, 2010). As dineinas participam de fungdes semelhantes e também estéo

envolvidas na estrutura de cilios e flagelos (Hendricks et al., 2010), embora sua



orientacdo seja contraria, partindo da extremidade positiva e indo em direcao a
extremidade negativa do microtubulo. Aos filamentos de actina associam-se as

miosinas (Espreafico et al., 1992).

Filamento de Actina

Actina € uma proteina abundante e conservada durante a evolucdo nas
células eucariontes e essencial para a formagcdo de vérias estruturas celulares
como lamelopodia, filopodia, stress fibers, entre outras (Bailly & Condeelis, 2002).
Actina existe em duas formas monomérica (G-actina) e polimerizada (F-actina)
(figura 1C), formando filamentos lineares e assimétricos que polimerizam e
despolimerizam, dependendo da polaridade dos monémeros, partindo de suas
extremidades, desta forma causando importantes mudancas na estrutura e na
estabilidade do filamento (Pollard et al., 2000). Actina possui um mecanismo de
auto regulacéo de sua polimerizacéo, isto se deve ao fato desta proteina ser uma
ATPase e de hidrolisar nucleotideos durante a transicdo de F-actina para G-actina
(Fig 1A). A presenca de ATP ¢é fundamental para a interacdo entre os
mon6omeros (G-actina) e a formacéo do filamento (F-actina), esta polimerizacéo
acontece do lado positivo (+) do filamento. Na presenca de ADP, ocorre a
despolimerizagdo da F-actina partindo da extremidade negativa (-) do filamento
(figura 1B). O aparecimento de Pi é consequéncia da hidrélise de ATP (figura 1A).

O equilibrio entre essas duas formas de actina depende de diferentes
fatores, principalmente da regulacdo por proteinas que se ligam a F-actina. Estas
proteinas executam muitas fun¢des associadas a dinamica do filamento de actina,
como alongamento, nivelamento, interligacdo entre diferentes filamentos e

recrutamento de actina-G (Pollard & Borisy, 2003).
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Figura 1. Actina monomérica e filamentos. (A) Monémero de actina consiste em dois dominios
principais, estes, por sua vez, se dividem em quatro subdominios: os internos 1 e 2 e os externos
3 e 4. A combinacao entre esses quatro subdominios forma duas aberturas, sendo a maior delas
localizada entre os subdominios 2 e 4. Nesta abertura esta o sitio de ligacdo dos nucleotideos. Na
outra fissura esta o local onde as ABPs fazem a ligagdo. As mudancgas conformacionais de actina
dependem da ligacdo com ATP e a consequente sinalizacdo para as ABPs. (B) Modelo estrutural
de filamento de actina (actina-F), mostrando a orientagdo do filamento e a organizacdo entre a
estrutura dos monémeros (Oda et al., 2009). (C) Modelo em dupla hélice do filamento de actina. A
extremidade positiva (+) expde os subdominios 2 e 3 e € caracterizada pela incorporacdo de
novos mondmeros de actina na presenca de ATP. Na extreminadade negativa (-), ficam expostos
os subdominios 2 e 4. Esta extremidade € caracterizada pela despolimerizagdo do filamento na
presenca de ADP. In vivo, a regulacéo da dinamica do filamento de actina é mediada pelas ABPs.
Desta maneira, os fatores de despolimerizacdo de actina/Cofilina aceleram a dissociacao dos
mondémeros na parte negativa, enquanto que a profilina acelera a polimerizacdo, promovendo a
incorporacéo de ATP aos monémeros. (modificado de Lee & Domingez, 2010)



Quanto mais complexo é o0 organismo, é necessaria uma maior
organizacdo para regular esse mecanismo. Alteracdes na regulacdo desse
filamento e das proteinas relacionadas a ele podem causar (ou ser cofator) de
muitas doencas, como cancer, desordens neurologicas, cardiomiopatias,

sindrome de Wiskott-Aldrich entre outras (Kuroda et al., 1996).

Regulacédo da dindmica do filamento de actina e a familia IQGAP.

Entre as principais proteinas que fazem a regulacdo desse filamento,
podemos citar as pequenas GTPases pertencentes a familia Rho, Cdc42, Racl e
Rho, controlando, respectivamente, a formacéo de filopddia, lamelopddia e stress
fibers (Kuroda et al., 1996; Fukata et al., 1997). Outro importante grupo de
proteinas regulatérias sao as IQGAPs, que regulam indiretamente a polimerizacéo
do citoesqueleto de actina.

IQGAPs sdo proteinas encontradas em células eucariontes, ligantes de
actina e de fatores que sinalizam para para polimerizacéo do filamento de actina.
A proteina foi assim denominada devido a presenca em sua estrutura de um
dominio 1Q (postulados como dominios de ligagdo com calmodulina) e um
dominio Ras GTPase-activating protein (GAP), onde se ligam GTPases (Hart et
al., 1996; Joyal et al., 1997).

Até o momento foram identificados trés membros desta familia, as
proteinas IQGAPL, IQGAP2 e IQGAP3. Embora com diferencas estruturais, as
sequéncias de aminoacidos das IQGAPs sdo similares e bem conservadas
sugerindo que essas proteinas desempenham funcdes similares (Epp & Chant,
1997; Venturelli et al., 2000). Homologos dessas proteinas foram encontrados em

diferentes organismos desde leveduras até humanos (figura 2).
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Figura 2. Familia das proteinas IQGAPs. Modelos representativos de algumas proteinas da
familia IQGAP, proveniente de diferentes organismos. Nas linhas vermelhas estdo representadas
as possiveis coiled coils e nas linhas verdes estdo representadas as estruturas de baixa
complexidade estrutural. Nestes modelos também ha os dominios encontrados nos homologos de
diferentes espécies, como: CHD, calponin homology domain (dominio homdélogo a calponina);
WW, poly-proline-binding domain (dominio rico em prolina); 1Q, calmodulin-binding motif (sitio de
ligacdo de calmodulina); GRD, Ras GTPase-activating protein (GAP)-related domain (dominio
responsavel pela ligacdo das GTPases); RasGAP_C, sequéncia carboxiterminal encontrada nas
proteinas da familia IQGAP (modificado de Briggs & Sacks, 2003).



Como os membros desta familia de proteinas tém suas funcbes e
estruturas muito similares, acredita-se que eles fazem parte de um importante
complexo de regulacdo envolvendo todos os filamentos do citoesqueleto. Muitos
membros desta familia ainda ndo foram completamente descritos ou isolados. Os
membros ja descritos seu em sequenciamento primario grande similaridade entre
elas, sugerindo que as fungdes executadas pelos IQGAPs sdo essenciais da
célula (Briggs & Sacks, 1993).

IQGAP1

E uma proteina de 189 kDa, encontrada em mamiferos, sendo o0 membro
da familia IQGAP melhor caracterizado, tendo seus dominios caracterizados e
interacOes, com citoesqueleto, bem descritas. A partir do lado amino-terminal (N-
terminal), IQGAPL1 liga-se a actina usando o calponin homology domain (CHD)
(Erickson et al., 1997). O domino WW é um dominio rico em prolina (Macias et al.,
2002). No dominio 1Q se ligam calmodulina ou cadeias leves de miosinas e no
dominio Ras GTPase-activating protein (GAP) aonde se ligam as Rho GTPases:
Cdc42 e Racl. Este dominio também é denominado de GAP-related domain
(GRD) (Hart et al., 1996; Joyal et al., 1997). Por meio do dominio RasGAP, a
IQGAP1 interage com proteinas ligadoras de microtibulo como a CLIP170, a (G-
catenin e a E-cadherin (Fukata et al., 2002; Briggs et al., 2002; Li et al., 1999)
(figura 3). Muitos desses dominios sdo encontrados em IQGAP2 (figura 4) e
IQGAP3 ou em proteinas homologas. Por exemplo a IQGAP1 encontrada em
humanos é 94% homoéloga a iqgapl encontrado em camundongos. As IQGAP1 e
IQGAP2 em humanos tém 62% de homologia. Em leveduras alguns homélogos
de IQGAPL1 estéo presentes no processo de recrutamento de filamentos de actina.
Em mamiferos, em experimentos in vitro foi observado que a IQGAP1 estimula a
polimerizacdo de actina (Fukata et al., 1997), esta funcdo preservada em
diferentes organismos parece ser a sua principal funcdo. Além desta interacao
direta com actina, a IQGAP1 também modula dindmica do filamento de forma
indireta. As Rho GTPases interagem com a proteina por meio de seu dominio
GAP, regulando negativamente a polimerizacdo, de forma similar a inibicdo por

Cdc42 observada in vitro (Kuroda et al., 1996). Em experimentos em
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Figura 4. Comparacéao estrutural entre IQGAP1 e IQGAP2. Modelo representativo de IQGAP1 e
IQGAP2, presentes em humanos, mostrando como essas duas proteinas sdo similares ou
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em IQGAP2 (modificado de Briggs & Sacks, 2003).
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células vivas, a IQGAPL1 estimulou a formacao de filopddios por meio do aumento
da atividade de Cdc42. Ja em experimentos feito com IQGAP1 mutantes que
perderam a sinalizagéo de Cdc42, houve diminui¢cdo da dinamica do citoesqueleto
(Swart-Mataraza et al., 2002).

A interagdo de IQGAP1 com microtibulo ndo esta muito bem descrita,
embora haja descricdes que isto ocorra. Experimentos in vitro demonstraram a
ligacdo por meio de seu dominio GRD entre IQGAP1 e CLIP170. A CLIP170 é
uma proteina ligante de microtubulo necessaria para sinalizar o direcionamento
desses filamentos para determinadas regides corticais. Estas interacdes sugerem
gue IQGAP1 esta envolvida na dinamica entre actina e microtubulo (Gundersen,
2002).

A interacdo de IQGAP1 com Ca*’/calmodulina também influencia em
alguns mecanismos intrinsecos da célula. Na presenca de Ca*?, a calmodulina
previne a estabilizacdo da IQGAP1 por CDC42, promovendo a polimerizacao de
actina in vitro (Mateer et al., 2002). Além disso, o0 aumento da concentracdo de
Ca'? aumenta a afinidade de calmodulina por IQGAP1. Assim é demonstrado que
a IQGAP1 sofre regulacdo direta de Ca*?/calmodulina (Hart et al., 1996; Joyal et
al., 1997; Li & Stuenkel, 2004)

Muitas vezes IQGAP1 é relacionado a carcinogénese. Como exemplo
pode-se citar sua interacdo com E-caderina, que é regulada negativamente em
tumores (Bracke et al., 1996), ademais as Rho GTPases sdo proteinas
importantes na dindmica morfolégica de células epiteliais e podem promover a
divisdo celular. Além disso, podem promover a formacdo de alguns tipos de

tumores malignos.

A superexpressao de IQGAP1 esta diretamente relacionada ao cancer
gastrico (Morris et al., 2005). Uma provavel explicacdo para isso é a translocacao
de IQGAP1 do citoplasma para a membrana, inibindo a agcdo da E-caderina na
mediacao da ligacéo intercelular (Fukata et al., 1997). A expressdo aumentada de
IQGAP1 é encontrada em diversos tipos de cancer, como cancer do colo-retal
(Hayashi et al., 2009), de ovario e glioblastomas (Balenci et al., 2006). Assim,

células cancerigenas tornaram-se um 6timo modelo para estudar a dinamica de
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IQGAP1 e suas interacbes com calmodulina, E-caderina e outras proteinas
envolvidas na carcinogénese (Joyal et al., 1997; Jadeski et al., 2008; Li et al.,
1999).

Cdc42, Racl e Rho GTPases

Estas proteinas fazem parte da familia Rho GTPase descritas como
reguladores da dinamica da actina. Os trés membros mais conhecidos desta
familia sdo a Cdc42, Racl e Rho, responséaveis pelo controle da regulacdo do
citoesqueleto (Kozma et al., 1995; Chant & Stowers, 1995) (figura 5). A Racl e a
Rho estimulam a formacéo de lamelopddia e de stress fibers (Ridley et al., 1992),
respectivamente. J4 a Cdc42 promove a formacdo de filopédia de forma
dependente de GTP (Kozma et al.,, 1995; Nobes & Hall, 1995). Estas trés
GTPases, quando ativadas, desencadeiam uma cascata de reacdes coordenadas.
Experimentos feitos in vivo sugerem que a ativacdo de Cdc42 estimula a ativacao
de Racl e que, por sua vez, promove a ativacdo de Rho (Kozma et al., 1995;
Nobes & Hall, 1995). Dentro desta cascata de ativacdes, os primeiros efeitos séo
a ativacdo de Cdc42 induzindo a formacéo de filopddia. Ja os efeitos secundarios
e terciarios incluem a mediacdo de Racl na dinamica da membrana plasmatica e

a formacéao de stress fiber mediados por Rho.

O complexo protéico formado pelas pequenas GTPases e IQGAPL1 é um
potente regulador da dindmica celular e seu desequilibrio pode provocar o
surgimento de tumores malignos ou benignos (Balenci et al., 2006). Essas
proteinas, ao interagirem com IQGAP1, promovem a alteracdo da dinamica do
citoesqueleto de actina afetando algumas atividades celulares como a
comunicacéo intercelular, migracdo, formacdo de flagelos, entre outras. Em
tumores, € muito comum identificar a presenca de Racl/Cdc42/IQGAP1,
promovendo a translocacdo de a-catenin da membrana para o citoplasma e a

progresséo na formacao de tumores (Noritake et al., 2005; Clark et al., 2000).
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Figura 5. Processos que envolvem a familia das Rho GTPases. As pequenas GTPases da
familia Rho regulam diversas funcdes celulares. Enfocando Racl, Cdc42 e Rho, podemos citar
varios processos celulares regulados por essas proteinas, que sdo de extrema importancia para as

atividades celulares (modificado de Hall, 2005).
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Summary

IQGAP1 stimulates branched actin filament nucleation by activating N-
WASP, which in turn activates the Arp2/3 complex. N-WASP can be activated by
other factors, including GTP-bound forms of Cdc42 and Racl, which also bind
IQGAPL. We report here the use of purified proteins for in vitro binding and actin
polymerization assays, and of fluorescence resonance energy transfer (FRET)
microscopy of cultured cells to illuminate functional interactions involving IQGAP1,
N-WASP, and either Cdc42 or Racl. In pyrene-actin assembly assays in the
presence of N-WASP and the Arp2/3 complex, Cdc42 and IQGAP1 cooperatively
stimulated actin filament nucleation, primarily by reducing the lag time before
assembly Vnax was reached. Cooperativity reflected dose-dependent stimulation
by Cdc42 of IQGAP1 binding to N-WASP. Racl and IQGAP1 behaved differently.
At low Racl, the two proteins cooperatively reduced the lag time before assembly
Vmax Was reached, but at high Racl Vnax was faster and reached more quickly for
Racl alone than for either IQGAP1 alone, or the combination of Racl and
IQGAPL. This negative cooperativity reflected dose-dependent inhibition by Racl
of IQGAP1 binding to N-WASP. These results suggest that IQGAPL1 interacts by
distinct mechanisms with Cdc42 versus Racl to regulate actin filament assembly
through N-WASP in vivo. To address this possibility, FRET microscopy was used
to study interactions of GFP-IQGAP1 with mOrange-Cdc42 versus mOrange-Racl
in live MDCK cells. Robust FRET was observed for both donor/acceptor pairs at F-
actin rich cell-cell margins, but the average intermolecular FRET distances closer
for IQGAP1-Cdc42 than for IQGAP1-Racl. The distinct interactions of IQGAP1
with Cdc42 versus Racl observed in vitro were thus recapitulated in live cells.
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Introduction

The IQGAP proteins are broadly represented among eukaryotic species
ranging from unicellular organisms to humans, and are defined by a common,
minimal set of features. All IQGAPs contain a RasGAP-related C-terminal region,
but apparently do not have GAP activity, and function in cellular processes that
require actin filaments (Briggs and Sacks, 2003; Mateer and Bloom, 2003).
Vertebrates express three such proteins, IQGAP1 (Weissbach et al., 1994),
IQGAP2 (Brill et al., 1996) and IQGAP3 (Wang et al., 2007), which share a uniform
domain organization and are ~60-70% identical to each other in primary sequence.
In addition to the signature domains of all IQGAPSs, the vertebrate members of this
family contain a variety of domains that have been functionally characterized,
primarily for IQGAPL. These include, but are not limited to, an N-terminal calponin
homology domain (CHD), a series of tandem a-helical coiled coil repeats for
homodimerization, multiple IQ motifs that bind calmodulin or related calcium
binding EF hand proteins, binding sites for MAP kinases, cell adhesion molecules,
microtubule plus end tracking proteins, N-WASP, the Dial formin, growth factor
receptors and the exocyst-septin complex, and a GAP-related domain, or GRD,
which is necessary, but not sufficient for binding activated forms of the small G
proteins, Cdc42 and Racl (Bashour et al., 1997; Bensefior et al., 2007; Brandt et
al., 2007; Fukata et al., 2002; Hart et al., 1996; Joyal et al., 1997; Kuroda et al.,
1996; Kuroda et al., 1998; Le Clainche et al., 2007; Mateer et al., 2002; Mateer et
al., 2004; McCallum et al., 1996; Rittmeyer et al., 2008; Roy et al., 2004; Roy et
al., 2005; Sakurai-Yageta et al., 2008; Watanabe et al., 2004; Weissbach et al.,
1998; Yamaoka-Tojo et al., 2004). This structural richness of IQGAP1 underlies its
roles as a scaffolding protein that couples extracellular signals to regulation of
cellular motility, morphogenesis and adhesion via control of secretion and actin

assembly.

IQGAP1 regulates actin assembly through alternate pathways that
respectively require either the Dial formin (Brandt et al., 2007) or the Arp2/3

complex (Bensefior et al., 2007; Le Clainche et al., 2007). In the latter case,
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IQGAP1 binds directly to N-WASP and activates the latter for binding and
activation of the Arp2/3 complex, which then nucleates new actin filaments off of
the sides of pre-existing filaments. This process is initiated upstream by direct
binding of IQGAP1 to ligand-activated growth factor receptors, which causes
branched actin filament networks to be assembled in the immediate vicinity of
activated receptors (Bensefior et al., 2007; Yamaoka-Tojo et al., 2004). Growth of
these filament networks provides the force for plasma membrane protrusion during
cell motility and morphogenesis, which also requires IQGAP1-dependent secretion
of new membrane into the expanding region of the cell surface (Rittmeyer et al.,
2008; Sakurai-Yageta et al., 2008). Superimposed on the ability of IQGAP1 to
stimulate branched actin filament nucleation is its ability to bind actin filaments
directly via its CHD (Bashour et al., 1997; Fukata et al., 1997; Mateer et al., 2004).
This property of IQGAP1 may further stimulate actin filament nucleation by
increasing the affinity for pre-existing filaments of the nucleation machinery that

comprises activated forms of N-WASP and the Arp2/3 complex.

Further complicating actin assembly regulation by IQGAPL1 is the fact that
activated forms of Cdc42 or Racl can bind either IQGAP1 or N-WASP, and
activate the latter independently of IQGAPL. In the absence of N-WASP, activated
Cdc42 has been reported to enhance the ability of IQGAP1 to cross-link actin
filaments, which implies that Cdc42 binding increases the affinity of IQGAP1 for F-
actin (Fukata et al., 1997). In addition, we have reported that full length IQGAP1
and activated Cdc42 can co-stimulate actin filament nucleation in vitro through N-
WASP and the Arp2/3 complex (Bensefior et al., 2007).

The current study was undertaken to gain further insight into how the
combination of IQGAP1, N-WASP and activated Cdc42 influence actin assembly
through the Arp2/3 complex, and to compare Cdc42 and Racl in this context.
Using purified proteins for in vitro reconstitution experiments, we found that Cdc42
increases the affinity of IQGAP1 for N-WASP in a dose-dependent manner, while

Racl had the converse effect. These opposing properties of Cdc42 and Racl on
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IQGAP1 binding to N-WASP were reflected in Arp2/3 complex-dependent actin
assembly assays. Whereas Cdc42 and IQGAP1 worked together to reduce the lag
time before peak assembly rates were reached over a range of Cdc42
concentrations, lag times in the presence of Racl and IQGAP1 were reduced at
low Racl concentration, but not at high Racl. Reinforcing these in vitro findings
are results of FRET microscopy in living cells, which indicated a closer association
of IQGAP1 with Cdc42 than with Racl. We therefore conclude that Cac42 and

Racl act by distinct mechanisms to regulate IQGAP1-stimulated actin assembly.
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Results

To characterize interactions among IQGAP1, N-WASP, Cdc42 and Racl, a
series of in vitro binding experiments was performed using purified recombinant
versions of these proteins. The same proteins, along with purified preparations of
native actin and Arp2/3 complex, were used for actin polymerization assays. Note
that although the Cdc42 and Racl used throughout this study were often in the
form of dimeric GST fusion proteins (Guthenberg and Mannervik, 1981), and full
length IQGAPL1 is a natural homodimer (Bashour et al.,, 1997), all protein
concentrations specified in this report refer to monomeric Cdc42, Racl or
IQGAP1. Moreover, GST-tagged and untagged small G proteins yielded
indistinguishable results in actin assembly assays at comparable concentrations of

monomeric Cdc42 or Racl.

Bimolecular interactions and effects on actin assembly

Full length his-tagged IQGAP1 bound to the GTPyS activated forms of both
GST-tagged Cdc42 and Racl in solution (Supplementary Figure 1), consistent
with reports from other groups (Hart et al., 1996; Kuroda et al., 1996; McCallum et
al., 1996). Prior studies of N-WASP (Miki et al., 1998) and the closely related
protein, WASP (Symons et al., 1996), had indicated that both proteins can bind
activated Cdc42, but not activated Racl. Although we did not investigate WASP in
the present study, we did find that N-WASP bound with apparently similar affinities
to both Cdc42 and Racl when these small G proteins were pre-loaded with
GTPyS, but not with GDP (Figure 1A).

To study effects on actin assembly of N-WASP binding to GTPyS-Rac1, we
used a spectrofluorometric assay to monitor the rise in pyrene-actin fluorescence
that accompanies its polymerization (Bensefior et al., 2007; Bryan and Coluccio,
1985). As shown in Figure 1B, GTPyS-loaded versions of either Racl or Cdc42
exhibited dose-dependent stimulation of pyrene-actin assembly in the presence of
N-WASP and the Arp2/3 complex, primarily by reducing the lag time before peak
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rates of polymerization were achieved. In light of the original claim that N-WASP
does not bind Racl (Miki et al., 1998), the binding and actin assembly results
presented here respectively explain and confirm a surprising recent report that
activated Racl, like activated Cdc42, can stimulate actin filament nucleation
through N-WASP and the Arp2/3 complex (Tomasevic et al., 2007).

Trimolecular interaction and effects on actin assembly

To determine how Cdc42 and Racl influence binding of IQGAP1 to N-
WASP, GTPyS-loaded versions of each small G protein were mixed at various
concentrations between 5 nM and 1.28 uM with fixed concentrations of IQGAP1
(100 nM) and N-WASP (150 nM), and the multi-protein complexes that formed
were immunoprecipitated (IP'd) with anti-IQGAPL. Finally, western blotting was
used to reveal the content of IQGAP1, N-WASP, and Cdc42 or Racl in each IP.

As shown in Figure 2A, Cdc42 increased the amount of N-WASP in anti-
IQGAP1 immunoprecipitations (IPs). Between 0 and 40 nM Cdc42, approximately
1/3 of the available N-WASP co-IP'd with IQGAP1, but nearly all of the N-WASP
was present in the IPs at Cdc42 concentrations of 80 nM and higher. Peak levels
of Cdc42 in the IPs were reached at a total Cdc42 concentration approaching 320
nM, when ~2/3 of the Cdc42 was complexed with IQGAP1 and N-WASP. Taken
together, these data indicate that complexes of N-WASP and IQGAPL1 are able to
accommodate more N-WASP when Cdc42 is also incorporated into the

complexes.

Corresponding pyrene-actin assembly assays were performed using fixed
concentrations of actin (2 uM), N-WASP (50 nM), Arp2/3 complex (50 nM) and
IQGAP1 (90 nM), along with 100-200 nM Cdc42 that had been activated with
GTPyS (Figure 2B). When Cdc42 or IQGAP1 were used individually as the sole
activators of N-WASP, the Vax Of actin assembly was much faster for Cdc42 at all
concentrations tested than for IQGAPL, although only minimal differences were
observed for the lag times before Vnhax was reached. When used in combination,
however, IQGAP1 plus 100 nM Cdc42 supported much more robust actin
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assembly, as indicated by a dramatic reduction in the lag time before assembly
Vmax Was achieved and a small, but significant increase in Vnax. Co-stimulation of
actin assembly by IQGAP1 and Cdc42 was also observed at 150 nM and 200 nM
Cdc42, but less dramatically. In both cases assembly V.« was unaffected by the
presence of IQGAP1, but the inclusion of IQGAP1 reduced the lag time before the
peak assembly rate was reached at 150 nM Cdc42, and to a lesser extent at 200
nM Cdc42. Cdc42 and IQGAP1 can thus act synergistically to promote actin
filament nucleation through N-WASP and the Arp2/3 complex, but the extent to

which they synergize is sensitive to their concentrations.

The binding and actin assembly experiments that were performed using the
combination of Racl, IQGAP1 and N-WASP vyielded a strikingly different set of
results. In contrast to Cdc42 and as shown in Figure 3A, Racl decreased the
amount of N-WASP in anti-IQGAP1 IPs. Nearly all of the available N-WASP co-
IP'd with IQGAP1 in the absence of Racl, but Racl caused a dose-dependent
loss of N-WASP from the IPs. At the upper range of total Racl, nearly half of the
available N-WASP was excluded from the IPs. Conversely, the amount of Racl in
the IPs increased in a dose-dependent manner until saturation binding was
achieved at a total Racl concentration of 40-80 nM. Racl and Cdc42 thus have
opposite effects of the association of IQGAP1 with N-WASP, with Racl inhibiting

and Cdc42 promoting association.

The actin assembly assays using Racl and IQGAP1 (Figure 3B) were
performed identically to those using Cdc42 and IQGAP1, except for the change in
small G protein. The Vmax Of actin assembly was much faster for Racl at all
concentrations tested than for IQGAP1, and Racl both increased Vmax and
decreased the lag time before Vnyax was reached in a dose-dependent manner.
The results for 100 nM Racl in presence of IQGAP1 were similar to the
corresponding Cdc42 experiments. The two proteins acted synergistically and
potently to decrease the lag time to peak assembly rates, but the assembly Vnax
for 100 nM Racl was unaffected by the presence of IQGAPL. This similarity
between Racl and Cdc42 broke down at higher Racl concentrations. The
assembly Vnax at both 150 nM and 200 nM Racl was slightly faster for Racl alone
than for the combination of Racl and IQGAP1. Furthermore, although the delay
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before peak assembly kinetics achieved was shorter for the combination than for
Racl alone at 150 nM, this difference was abolished at 200 nM Racl. This
suggests that IQGAP1 and Racl act synergistically to stimulate actin filament
nucleation at low Racl concentrations, but has the opposite effect at higher Racl

levels.
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Figure 1. Racl, like Cdc42, binds N-WASP and stimulates actin assembly through the Arp2/3
complex. A) 200 nM GST-Racl or GST-Cdc42 were loaded with GTPyS or GDP, and mixed with
200 nM N-WASP. Protein complexes were then adsorbed to glutathione-Sepharose beads, and
western blotting was used to compare Total versus Bound protein. B) Effects of GTPyS-loaded
Racl and Cdc42 on actin assembly were monitored by spectrofluorometry. Samples contained 2
UM G-actin (5% labeled with pyrene), 50 nM N-WASP, 50 nM Arp2/3 complex and the indicated
concentrations of GST-Racl or GST-Cdc42. Note: small G protein concentrations refer to Racl
and Cdc42 monomers in this and all subsequent figures.

35



Supernatants Pellets
L AN - :
L . L J - ' . anti-Cdc42
¥ -
ceme-- P RPN IR D v
0 5 10 20 40 80 160 320 640 1280 0 5 10 20 40 80 160 320 640 1280
(NM total Cdc42) (NM total Cdc42)
30,000 30,000 30,000
— 100 nM Cdc42 — 150 nM Cdcé2 — 200 nM Cdc42

. 2800071 __ 400 M Cdca2 + 45 nM IQGAP1 _ 2500071 _ 150 nM Cdc42 + 45 nM IQGAP1 _ 2500071 _ 200 M Cdc42 + 45 M IQGAP1
£ — no Cdc42 or IQGAP1 £ — no Cde42 or IQGAP1 2 — no Cdc42 or IQGAP1
3 20,000 45 nM IQGAP1 3 20000 — 450M1QGAP1 2 20000 — 45nMIQGAPY
5 £ %
£ £
S 15,000~ 5 15,000 5 15,000
g g g
$ 10000 8 10,000 § 10,000
¢ § §
e : 2

5,000 - 5,000 5,000 -

L) T T 0 : | o == - . : |
0 500 1000 1500 2000 ] 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000

time (seconds) time (seconds) time (seconds)

Figure 2. Cdc42 promotes association of N-WASP with IQGAP1, and acts additively with
IQGAPL1 to stimulate actin assembly. A) Solutions of 100 nM IQGAP1 plus 150 nM N-WASP
were adsorbed to Protein G-Sepharose beads that were pre-saturated with anti-IQGAP1, and then
were mixed with the indicated concentrations of GTPyS-loaded GST-Cdc42. The beads were then
collected by centrifugation, and the Pellets and Supernatants were analyzed by western blotting. B)
Actin assembly was monitored by spectrofluorometry. Samples contained 2 pM total G-actin (5%
labeled with pyrene), 50 nM N-WASP, 50 nM Arp2/3 complex, 45 nM IQGAP1 (homodimers) and
the indicated concentrations of GTPyS-loaded GST-Cdc42.
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Figure 3. Racl inhibits association of N-WASP with IQGAP1, and acts bimodally with
IQGAPL to regulate actin assembly. A) Solutions of 100 nM IQGAP1 plus 150 nM N-WASP were
adsorbed to Protein G-Sepharose beads that were pre-saturated with anti-IQGAP1, and then were
mixed with the indicated concentrations of GTPyS-loaded GST-Racl. The beads were then
collected by centrifugation, and the Pellets and Supernatants were analyzed by western blotting. B)
Actin assembly monitored by spectrofluorometry. Samples contained 2 uM G-actin (5% labeled
with pyrene), 50 nM N-WASP, 50 nM Arp2/3 complex, 45 nM IQGAP1 (homodimers) and the
indicated concentrations of GTPyS-loaded GST-Rac1.
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Figure 4. Actin assembly in the presence of constant IQGAP1 and variable Racl or Cdc42 is
relatively sensible to the small G protein concentration below the 150nM. Samples contained
2 UM total G-actin (5% labeled with pyrene), 50 nM N-WASP, 50 nM Arp2/3 complex, 45 nM
IQGAP1 (homodimers) and the indicated concentrations of GTPyS-loaded GST-Cdc42 or GST-

Racl.
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CAPITULO Il

PURIFICACAO DE IQGAP1 NATIVO E INTERACAO DE N-WASP COM
PEQUENAS GTPases.
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RESUMO

Poucos artigos abordam a purificacdod e IQGAP1 nativos. Neste capitulo
descrevemos um protocolod e purificacdo partindo de Rins bovinos e usando
técnicas de crimatrografia para a separagcdo de IQGAP1 das demais proteinas. O
problema encontrado durante os experimentos foi a forte ligacdo estabelecida
entre IQGAPL actina, dificultando a purificacdo. Verificou-se tambem que a
ligacdo entre essas duas proteinas € influénciada pela concentracdo de NacCl
presente no meio, desta maneira alterando as concentracdes de sal, podemos

separar essas proteinas.

Tambem foram abordados as interacbes entre as pequenas GTPases
(Racl e Cdc42) e N-WASP. Por meio de experimentos de PullDown foram
mostrados que a interacdo entre essas proteinas nao influencia diretamente na

precipitacdo de N-Wasp.
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INTRODUCAO

Este topico apresenta resultados complementares do artigo apresentado no
capitulo Il, intitulado “Modulation of IQGAP1-Stimulated Actin Assembly by Cdc42
and Racl”.

O processo de purificagdo de IQGAP1 nativo nunca foi mostrado
anteriormente, sendo assim elaboramos um protocolo para purificacdo desta
proteina. Os resultados descrevem o processo de purificacdo que desenvolvemos
partindo de de rins bovinos. Desta maneira todos os procedimentos e materiais

utilizados estao descritos a seguir.

Tambem abordamos nesse capitulo as interacdes entre as pequenas
GTPases (Cdc42 e Racl) com N-WASP. As GTPases de baixo peso molecular,
Racl e Cdc42, podem se apresentar de duas maneiras, uma inativa, baseada em
GDP, e outra ativa, baseada em GTP, sendo a forma baseada em GTP a que
interage com as demais proteinas, induzindo varias mudancas de organizacdo
dos filamentos do citoesqueleto. Racl estimula mudangas conformacionais na
membrana plasmatica e a formacdo de pseuddpodos. Por outro lado, Cdc42
estimula a migracao celular e a comunicacéo intercelular (Bashour et. Al, 1997). A
ativacdo destas duas GTPases, como relatado em outros trabalhos, induz a
reorganizacado de todo o citoesqueleto e influencia varios mecanismos celulares,
como migracdo, comunicacdo intercelular, capacidade de formacdo de
pseudépodos, entre outras. Como IQGAP1 tem interacdo direta com Racl e
Cdc42, ele esta envolvido em todos os processos de regulacdo da acdo destas
proteinas.

N-WASP é outra proteina relacionada a regulacdo da dinamica de
citoesqueleto. Entre os principais sitios ativos desta proteina, podemos citar uma
regido BR (basic region), seguido por um dominio CRIB (Cdc42-Rac interactive
binding domain), que é onde acontece a ligacdo de Cdc42 e Rac, e um dominio
VCA (C-terminal catalytic domain), no qual acontece a ligacdo do complexo
Arp2/3 e do filamento de actina (Le Clainche et. al, 2007).
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MATERIAL E METODOS
Reagentes

ATP, TRIS, KCI, BSA, MgCl,, HEPES, CaCl,, NaCl foram adquiridos da
Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO). Tween, EDTA, EGTA e reagentes para
eletroforese como acrilamida; Bis acrilamida 29:1, Temed, duodecil sulfato de
sodio (SDS), persulfato de amoénia e padrdoes de massa molecular foram
adquiridos de Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA). Anticorpo anti-actina
monoclonal de coelho foi adquirido da Abcam Inc. (Cambridge, MA). Anti-Cdc42 e
Anti-Racl foram adquiridos da Millipore Corporation (Billerica, MA), anti-IQGAP1
monoclonal gerado em camundongo e actina foram gentilmente cedidos pelo Dr
George Bloom. Anticorpos secundarios Anti-mouse e Anti-rabbit conjugados com
peroxidase foram adquiridos da PerkinElmer Inc. (Waltham, Massachusetts). Os
outros reagentes foram de grau analitico de fornecedores brasileiros e
americanos. Todas as solu¢cdes foram preparadas com &agua deionizada com

resistividade minima de 18 MQ (Milli Q).

Racl (~21 kDa), N-WASP (55 kDa), Cdc42 (~21kDa) e seus mutantes

foram gentilmente cedidos pelo Dr. George Bloom.

Para a coloragcdo com prata foi usado o kit de coloragdo com prata da
Thermo Fisher Scientific Inc.

Para os experimentos de cromatrografia de afinidade utilizamos CM
Sepharose GL-6B e Affi-gel obtidas da GE Healthcare e Glutatione sepharose 4B

obtida da Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA).

Actina (~42 kDa) purificada de coelho foi gentilmente cedida pela Dr.

Dorothy Schafer.
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Purificacdo de proteinas
Enriquecimento de IQGAP1

Rins bovinos adultos foram retirados rapidamente, logo apés o sacrificio do
animal, transportados em tamp&o salino de fosfato (PBS) a 4 °C. O tecido foi

homogeneizado imediatamente apos o transporte.

Todos os passos posteriores foram realizados a 4°C, exceto quando
descrito. Uma massa de ~150 g de rim, sem gordura e tecido conectivo foi
homogeneizado em 250 mL de tampé&o contendo Tris 50 mM (pH 7,4), EGTAl
mM, Sacarose300 mM, DTT1 mM, 2.5 mL coquetel de inibidores de protease (10
pg/mL de cada inibidor de protease, sendo eles: leupeptin, chymostatin e
pepstatin A) em um homogenizador Ultra Turax IKA T18 Basic, probe S18N 19G,
3 min na velocidade 4. O homogeneizado foi centrifugado a 16.500 x g por 30 min
e o0 sobrenadante (S1) foi coletado. O S1 foi centrifugado a 186.000 x g por 90 min
o precipitado (P2) foi descartado e ao sobrenadante (S2) foi adicionado NaCl e
Triton X-100 para concentracao final de 150 mM e 1%, respectivamente. Sendo
entdo filtrado em filtro de 0.45 pym de didmetro. O filtrado foi aplicado em uma
coluna (0.8 x 4 cm) mista de CM Sepharose CL-6B e Affigel com volume total de 2
mL (1:1 (v:v)) equilibrada previamente com Tris50 mM, pH 7, EGTAL mM,
NaCl150 mM, DTT1 mM, coquetel de inibidor de protease (10 pg/mL de leupeptin,
chymostatin, e pepstatin A). Apés a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com
50 mM Tris, pH 7.4, 1 mM EGTA, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, coquetel de inibidor de
protease (10 pug/ml de leupeptin, chymostatin e pepstatin A). A amostra foi eluida
com 6 mL de tampéo contendo Tris50 mM, pH 7.4, EGTA1 mM, NaCl150 mM,
NaSCN1 M, DTT1 mM, coquetel de inibidor de protease (10 pg/ml de leupeptin,

chymostatin e pepstatin A), sendo coletadas em fragbes de 1 mL.

As fracdes coletadas foram reunidas e 200 pL foram aplicados em um
gradiente nao linear de sacarose a 5%, 10%, 15%, 20%, em Tris 50 mM (pH 7,4),
EGTA 1 mM, NaCl 150 mM, NaSCN 1 M, DTT 1 mM, coquetel de inibidores de
protease (10 pg/ml de leupeptin, chymostatin, e pepstatin A). O gradiente foi
montado de forma crescente em um total de 2 mL e armazenado em temperatura

ambiente por 1 h, até os anéis que delimitam os gradientes ficarem visiveis. O

43



concentrado de proteinas foi aplicado gentilmente, logo acima da camada de
sacarose. Apos centrifugar a 258.000 x g por 4 h a 4°C (rotor TLS-55, Beckman),
calmamente foram coletados, sucessivamente, varias amostras de 175uL partindo
do topo do tubo em direcdo ao fundo. As amostras foram armazenadas em
tampdo de amostra para futura analise por SDS-PAGE, Western blot ou

espectrometria de massa.

Apos a eluicdo da coluna, outra estratégia para separar IQGAP1 e actina,
foi dialisar a amostra coletada apds a cromatrografia de afinidade em Tris 50 mM
pH 7.4, 1 mM EGTA,150 mM NaCl, DTT 1 mM e 1 mL de coquitel inibidor de
protease durante 10 horas, apos este procedimento, centrifugar as amostras a
120.000 x g (rotor TLA 120.1, Beckman) por 90 minutos, adicionando altas
concentragdes de sal (NaCl 0.5 M, NaCl 1 M e ureia 1 M). Foi coletada uma
amostra pre-centrifugacao(Total), sobrenadante(S) e precipitado(P). Todas as
amostras foram armazenadas em tampédo de amostra (Tris 50mM pH 6.8, 2%
SDS (viv), Glicerol 10% (viv), 1% [p-mercaptoethanol (viv) e de Azul de
Bromofenol 0.02% (m:v)).

Polimerizacéo da actina

Para a polimerizagdo, a actina foi incubada a 27 °C por uma h em Tamp&o
de polimerizacéo de actina (Tris 2mM pH 8.0, CaCl, 0.2mM, NaN3 0.2 mM) e feita
a suplementacdo com KCI 50 mM, MgCl, 2 mM, ATP 1 mM e NaNz1mM.

A polimerizacéo foi testada em experimentos de precipitacdo e observacao
em SDS-PAGE (dados ndo mostrados).

PullDown

Glutathione-Sepharose 4B beads (Pharmacia) foram equilibrados em
binding/washing buffer contendo HEPES 20 mM pH 7.6, KCI 100 mM, MgCl; 5
mM, EDTA 1 mM. Este procedimento foi repetido trés vezes. GTPase foi ativada
adicionando 0,2238 mmol/L de Racl em Tris 50 mM pH 7.5, DTT 1 mM, KCI 20
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mM, EDTA 5 mM, GTP/GDP 1 mM, BSA 1mg/mL e incubado por 10 min a 30°C,
apos este procedimento, foi adicionado MgCl, ate atingir a concentracao final de
20 mM e incubado por dois min em gelo. Apds a ativagcdo de Racl, foi adicionado
50 nmoles de N-WASP (500 nmol/L) incubado, juntamente com os beads
previamente preparados, em rotacao orbital por uma h em temperatura ambiente
(volume final: 600 pL). Logo depois, uma amostra foi retirada (total) para futura
analise por western blot ou SDS-PAGE. Os beads foram centrifugados a 2000 x g
por trés min. Todo o sobrenadante foi coletado (Sup) e o precipitado foi
centrifugado novamente a 2000 x g por trés min, ressuspendido em 600 pL de
Binding Buffer (HEPES 20mM pH 7.6, KCI 100mM, MgCI2 5mM, EDTA 1mM, DTT
1mM, 0.1% Tween-20 (v:v)), e armazenado para analise em SDS-PAGE ou
Western Blot. Todas as amostras para analise foram colocadas em tampéo de
amostra 5 vezes concentrado (como descrito anteriormente), aquecidas a 90°C

por trés min e mantidas a -20°C.

Para os experimentos com Cdc42, foram utilizadas o mesmo procedimento,
preparando os Beads com Binding Buffer nas mesmas proporcdes descritas

anteriormente. O processo de ativacao também foi feito da mesma maneira.

Para esse experimento, utilizamos trés tipos de Cdc42, sendo estes Cdc42
WT (cdc42wt) como proteina conservada, Cdc42AlQ (ndo possui 0 dominio
ligante de IQGAP1) e Cdc42ANW (ndo possui o dominio ligante de N-WASP).
Todos estes mutantes foram fornecidos, gentilmente, pelo professor Dr. George
Bloom. As amostras foram incubadas com N-WASP, na presenca de GTP ou
GDP, coletando uma amostra antes da centrifugacdo, sendo esta a amostra Total
(T). Os beads foram centrifugados a 2000 x g por trés min e o sobrenadante
totalmente coletado (S). O precipitado foi ressuspendido com 0s mesmos volumes
da pre-centrifugacdo (P). Todas as amostras foram estocadas como o

experimento descrito anteriormente e analizadas por SDS-PAGE.
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes.

Os resultados foram monitorados por SDS-PAGE (Laemmli, 1970) em
diferentes mini-géis (10 x 8 x 0,75 mm), com gel de empilhamento de 4% e gel de

separacao com concentracdes que variaram entre 8-15%.
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As amostras para eletroforese foram preparadas em tampao de amostra 5
vezes concentrado (Tris-HCI 625 mM pH 6.8, Glicerol 10% (v:v), SDS 4% (v.v),
5% (v:v) B-mercaptoetanol e 0.25% (v:v) azul de bromofenol), aquecendo-as por
trés minutos a 90°C.

A corrida eletroforética foi realizada com voltagem constante de 100V por,
aproximadamente, uma h a 4 °C em tampé&o de Tris-Glicina pH 8,8, com 0,1% de
SDS. ApoOs a corrida, os géis foram corados e descorados pelo método descrito
por Weber & Osbourne (1969), corando com uma solucdo contendo Coomassie
Brilliant Blue R-250, 50% (v:v) metanol e 10% (v:v) acido acético por cerca de 12
horas e foram descorados com uma solucdo contendo 30% (v:v) etanol e 10%
(v:v) acido acético ou transferidos para membrana de nitrocelulose (de 0.45 pm,
comprado da Bio-Rad Laboratories Inc.) para posterior deteccdo imunoldgica de

proteinas diversas.

Padrées de massa molecular, pre-corados (precision plus protein™ dual
color standards, adquiridos da Bio-Rad Laboratories Inc.) e ndo corados (precision
plus protein™ unstained standards) foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories Inc.

e foram utilizados como referéncia de massa molecular.

Western Blot

As proteinas foram transferidas eletroforeticamente para membranas de
nitrocelulose (Towbin e col.,, 1979). O gel foi embebido em tampéo de
transferéncia (Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e 20% (v:v) etanol) juntamente
com a membrana de nitrocelulose e logo depois foi posto em contato com a

membrana e a transferéncia foi efetuada a 200 mA, durante duas horas a 4°C.

Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi incubada por uma h
em TBST (20 mM de Tris pH 7.6, 137 mM de NaCl e 0.1% (v:v) Tween 20),
contendo 10% (m:v) de leite em po6 desnatado por uma h para bloquear os sitios

livres na membrana de nitrocelulose.
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Posteriormente, a membrana de nitrocelulose foi incubada por uma h com
anticorpo primario, diluido em TBS (20 mM de Tris pH 7.6, 137 mM de NaCl),
contendo leite em pd desnatado 5% (m:v) na proporcdo de 1:1000, durante uma
h. Posteriormente, a membrana foi incubada em anticorpo secundario, conjugado
com peroxidase, diluidos na proporcao de 1:500 na mesma solucdo do anticorpo
primario, por 30-40 min. Entre uma incubacéo e outra, a membrana foi lavada com
TBST. A revelagao foi feita por quimioluminescéncia, utilizando kit apropriado
(SuperSignal West Pico Chemioluminescent Subastrate — Thermo Scientific).

RESULTADOS e DISCUSSAO
Enriquecimento de IQGAP1

Ao contrario da maioria dos estudos relacionados a familias das proteinas
IQGAPSs, cuja purificacdo € feita por meio do enriquecimento ou de proteinas
recombinantes, o objetivo central deste trabalho foi tentar estabelecer um
protocolo para purificagdo de IQGAP1 nativo, partindo de rins bovinos e
verificando a influéncia de NaCl em sua ligacdo com actina juntamente com a
caracterizacdo de sua ligacdo com outras proteinas. Esses trabalhos tém no
resultado final algum tipo de contaminacdo, ndo apresentando a amostra
totalmente pura. Desta forma, para iniciar a caracterizacdo de IQGAP1,

procuramos estabelecer um método de purificacao satisfatorio para IQGAP1.

Todas as etapas deste protocolo foram analizadas por SDS-PAGE e/ou
Western Blot para tentar diminuir a0 maximo a perda de rendimendo durante os
procedimentos aplicados. Para estabelecer este método de purificagédo, foi usado
como base a massa molecular aparente do IQGAP1 para definir a velocidade de
centrifugacdo usada durante os primeiros passos da preparagdo. A figura 1
mostra o perfil eletroforética das amostras obtidas durante o processo de
enriquecimento de IQGAPL. Apos as eluicbes da cromatrografia de afinidade,
observa-se no painel A o grau de enriquecimento obtido ao final deste processo,
sendo analizado por SDS-PAGE ( figura 1A).
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Em todas as preparacdes, as amostras obtidas apds a cromatografia de
afinidade, usanso CaM Sepharose, apresentaram uma forte banda contaminante
presente entre 37 e 50 kDa. Estas amostras foram analisadas, posteriormente,
por Western Blot, utilizando anti-corpos especificos para IQGAP1, mostrando
resultados positivos, como vemos na figura 1B. Nesta mesma figura podemos
obeservar muitas marcacfes distantas, isto se deve a degradacdo de IQGAP1

durante o processo de purificacao.

Na tentativa de dissociar IQGAP1 e actina foi centrifugado o pool das
amostras coletadas apos a cromatrografia de afinidade a 120.000 xg durante 90
min. Como mostrado na figura 2, com este procedimento ambas as proteinas
precipitam, indicando que o processo de separacgéao foi totalmente ineficiente. Por
outro lado, estes resultados mostram as fortes ligacdes estabelecidas entre
IQGAP1 e actina. Mesmo apoés forte centrifugacado, a ligacdo entre essas duas
proteinas ndo é desfeita, isto € mostrada por SDS-PAGE e por Western Blot. As
amostras foram mostradas antes da centrifugacdo (T), com sinal referente a
IQGAP1 e actina juntos, e as amostras ap0s a centrifugacdo separadas em
sobrenadante (S) e o precipitado (P). Ndo € detectado qualquer sinal no
sobrenadante. J& no precipitado, é possivel obeservar ver sinais semelhantes aos

da amostra T, tanto para actina quanto para IQGAPL1.

Uma alternativa para tentar separar IQGAP1 e actina foi usar um gradiente
nao linear de sacarose crescente de 5%, 10%, 15% e 20% (m:v), como descrito
em material e métodos. Na figura 3, as amostras coletadas do gradiente de
sacarose e analisadas por SDS-PAGE, coradas com nitrato de prata, a
dissociacdo das proteinas nado foi satisfatdria. A amostra antes de ser colocada na
cromatrografia de afinidade (T) e apds a cromatrografia aplicada no gradiente de
sacarose (1...13). Da amostra numero 1 & amostra numero 13 existe uma banda
presente proxima a 250 kDa, referente a IQGAP1 e uma outra banda
contaminante entre 37 e 50 kDa referente a actina.

Todos os procedimentos descritos com 0 objetivo de dissociar IQGAP1 e

actina mostraram-se ineficazes até este momento.
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Na tentativa de conseguir a possivel dissociacdo de IQGAP1 e actina, a
concentracdo de NaCl do material proveniente da cromatrografia de afinidade foi
elevada a 0.5M e centrifugado a 130.000 xg por 90 min. As amostras foram
analisados por Western Blot, utilizando anti-corpos especificos para as duas

proteinas, observado na figura 4.

Na amostra Total (T), pré-centrifugacdo, existe uma banda entre 150 e 250
kDa identificada pelo anticorpo sensivel a IQGAP1 e, na mesma amostra, uma
banda presente entre 37 e 50 kDa identificada pelo anticorpo sensivel a actina.
Apos a centrifugacdo a amostra referente ao sobrenadante (S) e ao precipitado
(P)(figura 4), no qual € possivel observar que na amostra S existe uma forte
banda referente a IQGAP1 e a banda referente a actina estd muito mais fraca, em
comparacao com a T, jA no P € possivel observar um sinal mais intenso referente

a IQGAP1 e um outro sinal intenso referente a actina.

Para reforcar os resultados obtidos no experimento anterior, foi elaborado
outro experimento, similar ao anterior, onde a amostra proveniente da
cromatografia de afinidade foi incubada na presenca de 0.5M, 1M de NaCl ou 1M
de ureia e centrifugadas a 130.000 xg, como descrito em material e métodos. A
eletroforese seguida de Western Blot revelado por imunofluorescéncia (figura 5)
indicou que o sinal referente a IQGAP1, em sua maior parte esta presente no
sobrenadante juntamente com um fraco sinal referente a actina. As proteinas
incubadas na presenca de 1M de NaCl mostraram perfis de marcacdo semelhante
as tratadas com 0.5M de NaCl, apresentando um sinal forte referente a IQGAP1
e, praticamente, nenhum sinal referente a actina no sobrenadante. Ja na amostra
P, um forte sinal referente a actina e um leve sinal referente a IQGAP1. As
amostras tratadas com 1M de ureia nao foram influenciadas, mostrando sinais de

IQGAPL e actina, simultaneamente no sobrenadante e no precipitado.

Em analises posteriores das amostras centrifugadas na presenca de 0.5M
de NaCl e 1M de NaCl, feitas por espectrometria de massa (dados nao

apresentados), os resultados indicaram contaminacao por actina e miosina Il

Os dados apresentados mostram que, ao final de nosso protocolo de

purificacéo, obtivemos uma fragdo com pouca contaminacdo. A principal proteina
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contaminante foi identificada por western blot com anticorpo especifico para actina
e, posteriormente, tambem foi identificado contaminac&o por misina Il. Durante o
processo de enriquecimento, verificamos a forte ligagdo que é estabelecida entre
IQGAP1 e Actina. Técnicas de sedimentacdo e cromatografia de afinidade (figura
2 e 3) foram aplicadas durante o processo, sem ter resultados positivos na
separacao destas proteinas. Entretanto, com base em alguns trabalhos anteriores
(Fukata et al., 1997), foi visto que essa relacao é sensivel a concentracéo de NacCl
presente no meio, mesmo que a ligacao tenha se mostrado extremamente forte.
Mostramos nas figuras 4 e 5 que aumentando a concentracdo de NaCl no meio,
podemos quebrar esta forte ligacdo, desta maneira podemos precipitar as
proteinas. Este procedimento pode acarretar a precipitacdo de parte da amostra
de IQGAP1 em conjunto com actina, embora ainda possamos observar um sinal
significativo, de actina no sobrenadante. Isto, certamente, deve-se ao fato de
apenas parte do IQGAP1 ter se desligado da actina. Este sinal indica que a maior
parte da proteina permanece no sobrenadante apds a centrifugacdo e a parte que
ainda esta ligada precipita juntamente com a actina. Este processo pode ser
aperfeicoado, aplicando novas tecnicas de separacao de proteinas ou adequando
melhor o tempo de centrifugacdo nos protocolos descritos, de forma a minimizar a

perda de IQGAP1 durante o processo.

Existe uma grande variedade de proteinas que interagem com IQGAP1,
incluindo Rac1 e Cdc42, actina, calmodulina, B-catanin, CLIP170, N-WASP, entre
outras. Muitos dos mecanismos relacionados a regulacdo da ligacdo entre

IQGAPL1 e actina, ainda néo foram demonstrados.
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Figura 1. Etapas do enriquecimento de IQGAP 1. O Homogenato foi centrifugado uma vez a
16.500 xg e coletando o sobrenadante (S1). Sendo centrifugado novamente a 186.000 xg (S2), o
sobrenadante € novamente coletado para aplicagao em coluna de cromatrografia de afinidade,
coletando uma amostra antes de aplicar a amostra (PC). A coluna foi equilibrada e lavada com o
mesmo bufferem que as proteinas se encontram,ao aplicarmos a primeira amostra na coluna, a
amostra que passou pela resina foi coletada (FT) e reaplicada (L1 — L8), como descrito em
material e métodos, e as proteinas foram eluidas na presenca de 1M de NaSCN ( E1 — E6) e
monitoradas por SDS-PAGE 12%(A) e Western Blot, usando Anti IQGAP1 monoclonal(B).MW
Marcador de peso molecular. Foi aplicado 10ul de amostra em cada poco.
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Figura 2. A co-sedimentacdo de IQGAP1 e actina. O pool de fracdes eluidas da cromatografia
de afinidade foi centrifugada a 120.000 xg por 90 min. Uma amostra antes da centrifugagéo foi
coletada (T). Apés a centrifugagdo, o sobrenadante foi coletado(S) , o precipitado foi ressupendido
em tampdo de solubilizacdo, mantendo a propor¢céo pré-centrifugacdo(P). As amostras foram
aplicadas em um SDS-PAGE 10%, corado com Coomassie blue (A) e o Western blot para

identificacdo de actina e IQGAP1(B) Foi aplicado 10pl de amostra em cada poco.
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Figura 3. SDS-PAGE das amostras coletadas do gradiente ndo linear de sacarose das
amostras eluidas da cromatografia de afinidade. O pool de proteinas coletado apoés a
cromatrografia de afinidade foi aplicado em um gradiente crescente néo linear de sacarose de 5%
10% 15% 20% e centrifugado a 258.000 x g durante 4 h. As amostras foram coletadas em fracfes
de 175 pL e aplicadas em um SDS-PAGE de 10% corado com prata.Foi aplicado 10uL de amostra
em cada poco.
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Figura 4. Western Blot referente as amostras obtidas da co-sedimentacdo de IQGAP1 e a
actina na presenca de alta concentracdo de sal. Ao pool de proteinas eluido da cromatografia
de afinidade foi adicionado 0.6 M de NaCl e foi centrifigado a 130.000 x g por 90 min. Foi coletada
uma amostra pré-centrifugacao(T), o sobrenadante também foi coletado (S) e ao precipitado foi
adicionado tampéao de solubilizagdo de maneira a manter a propor¢éo pré-centrifugagédo. Western
Blot foi feito com Anti-IQGAP1 monoclonal anti-actina monoclonal.Foram aplicado 10uL de
amostra em cada pogo.
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Figura 5. A co-sedimentacdo de IQGAP1 é dependente da concentracdo de sal. O pool de
fracdes eluidas da cromatografia de afinidade teve a concentracdo de NaCl elevada a 0.5 M ou
1M. Alternativamente foi utilizado 1 M de ureia. As amostras foram centrifugadas a 130.000 x g por
90 min. O sobrenadante (S) foi coletado e foi adicionado ao precipitado (P). As proteinas foram,
entdo, separadas por SDS-PAGE, transferidas e reveladas com anticorpos anti-IQGAPL e anti-
actina, como descrito em materiais e métodos.

Ja é conhecido que uma das fung¢des principais da proteina N-WASP é
ativar o complexo Arp2/3, aumentando a velocidade da polimerizagdo do filamento
de actina. Outra funcdo importante de N-WASP € sua interacdo com IQGAP1,
mediando a sua atividade e regulando indiretamente a polimerizacdo do

citoesqueleto de actina.

Alguns autores sugerem que a atividade de N-WASP é modulada por
Racl. Com base nesse informagao foi investigado a interagdo entre estas duas
proteinas por meio de alguns experimentos de pulldown, como descrito em
material e métodos. Na figura 6, a interacdo entre Racl e N-WASP na presenca
de GDP ou GTP. Essas proteinas foram incubadas juntamente com Glutathione-
Sepharose 4B beads, uma amostra foi coletada antes da centrifugacdo, sendo
esta a Total (T). Apds a precipitacdo dos beads, coletamos o sobrenadante (S),
com o mesmo tampao usado para equilibra-los. Logo depois, foi adicionado ao
precipitado a mesma quantidade de tamp&o retirada na amostra S e a amostra foi
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centrifugada novamente, coletando todo o sobrenadantes (L). Ao precipitado foi

adicionado tampéao de amostra (P).

Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE e em todas (T, S, L e
P) é observado que ndo ha diferenca entre GTP e GDP. Na amostra S, grande
parte das proteinas presentes da amostra ndo se ligou na resina. Tanto nas
amostras tratadas com GTP quanto nas com GDP, as bandas sao similares as
referentes a amostra T. Na amostra L, é observado uma banda presente entre 50
e 75 kDa presente na amostra com GTP e uma similar na amostra com GDP. Na
amostra referente ao precipitado (P), podemos observar duas fracas bandas, uma
entre 50 e 75 kDa e outra entre 37 e 50 kDa. Nas amostras tratadas com GTP,
aparentemente, as bandas presentes no precipitado sdo levemente mais fortes

gue as tratadas com GDP.

A influéncia da proteina Cdc42 na ligacdo presente entre IQGAP1 e N-
WASP, e sua consequente interferéncia na polimerizacdo do filamento de actina,
foram elaboradas algumas proteinas recombinantes para experiementos de
pulldown, como descrito em material e métodos. Entre as proteinas
recombinantes estdo Cdc42AIQ, sendo esta proteina sem o dominio que liga
IQGAP1 e o0 mutante Cdc42ANW, sem o dominio ligante de N-WASP. Todas as

amostras deste experimento foram analisadas por SDS-PAGE.

Na figura 7A, os resultados referentes a amostra total (T) antes da
centrifugacdo e também as amostras referentes ao sobrenadante(S), apds a
centrifugacdo. Todas as amostras referentes a T ndo apresentam qualquer
diferenca significativa, mostrando fortes bandas que correspondem a todas as
proteinas usadas neste experimento. Nas amostras referentes ao S, podemos
perceber que o sinal da proteina WT, presente ente 37 e 50 kDa, esta levemente
diminuido, em relacdo ao sinal mostrado em T e em relagdo a proteina AlIQ e
ANW, sugerindo uma maior ligagdo a resina da proteina integra. Tanto o sinal
referente a AlQ quanto ANW nao apresentam qualquer diferenga entre eles e nem

em comparacdo com a amostra T(figura 7).

Na figura 7B, os resultados das amostras L da interacdo entre a proteina

conservada e os dois mutantes de Cdc42, citado anteriormente. As amostras da
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proteina WT e ANW nao apresentaram qualquer diferenca entre as tratadas com
GTP ou GDP e nem comparando uma com a outra. J& as amostras referente a
AlQ apresentam uma banda levemente mais fraca que as demais, tanto naquelas

tratadas com GTP quanto nas tratadas com GDP.

Na figura 7C as amostras do precipitado dos mutantes e de Cdc42
conservadas, tanto na presenca de GTP quanto GDP. Nessas, as bandas
referentes a WT séo levemente mais fracas que as proteinas mutantes, j4 essas

proteinas ndo apresentam diferenca entre as tratadas com GTP ou GDP.

A interacdo entre Racl e Cdc42 com N-WASP nos experimentos de
pulldown, no qual podemos ver que Racl e Cdc42 e os mutantes apresentados
praticamente n&o alteram a precipitacdo de N-WASP, mesmo na presenca de
GTP ou GDP.
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Figura 6. PullDown entre Racl e N-WASP, associados com GTP e GDP. Racl foi ativado e
incubado com Glutatione Sepharose Beads, na presen¢ca de GTP ou GDP. Apés,150uL de N-
WASP foram adicionados e incubado durante uma h em temperatura ambiente. Uma amostra foi
coletada como total(T). Os Beads foram centrifugados a 2000 x g durante trés min. Todo o
sobrenadante foi coletado(S) e o precipitado foi ressuspendido em Wash Buffer, como descrito em
material e métodos, e centrifugado novamente a 2.000 x g por trés min. O sobrenadante foi
totalmente coletado (L) e o precipitado(P) foi ressuspendido em tamp&o de solubilizagédo, de
maneira a manter o volume pré-centrifugacdo. As amostras foram submetidas a SDS-PAGE de

10%. Foi aplicado 10puL de amostra em cada poco.
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Figura 7. PullDown entre Cdc42, nativas e recombinantes, e N-WASP, associados com GTP
ou GDP. Cdc42 nativo (WT), recombinante sem o sitio de ligagdo para IQGAP1 (AIQ) e
recombinante sem o sitio de ligacdo de N-WASP (ANW). Todas as variagbes de Cdc42 foram
ativadas e incubadas com Glutatione Sepharose Beads na presenca de GTP ou GDP. Apés a
incubacéo, 150uL de N-WASP foram adicionados e incubados durante uma h em temperatura
ambiente. Uma amostra foi coletada como total(T). Os Beads foram centrifugados a 2000 xg
durante trés minutos. Todo o sobrenadante foi coletado(S), o precipitado foi ressuspendido em
Wash Buffer, como descrito em material e métodos, e centrifugado novamente a 2000 x g por trés
min. O sobrenadante foi totalmente coletado (L) e o precipitado(P) foi ressuspendido em tampé&o
de solubilizacdo, de maneira a manter as proporcdes pre centrifugacdo. As amostras foram
submetidas a um SDS-PAGE de 10%. Foi aplicado 10 pL de amostra em cada poco.
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CONCLUSAO GERAL

A relacdo entre IQGAPL e N-WASP é diretamente proporcional ao aumento

de Cdc42 e inversamente proporcional ao aumento de Racl.

O processo de purificagdo de IQGAP1 elaborado, foi satisfatorio, embora a
amostra tenha apresentado alguma contaminacéo ao final do protocolo

estabelecido.
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