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Introducgao

A proteina miristoilada rica em alanina (MARCKS -
Miristoilated Alanine Rich C Kinase Substrate) é
uma das proteinas que promove a conexao entre 0s
diferentes caminhos da sinalizagao celular e uma
das suas principais fungdes esta relacionada com a
dindmica da regulagdo da actina. O anticorpo
monoclonal mAb3C3 somente reconhece a
isoforma fosforilada da MARCKS de células
neuronais. Ratos que tiveram o gene para
expressao da MARCKS removido, mostram um
fendtipo caracterizado por defeitos em diferentes
eventos do desenvolvimento neuronal. Assim, a
identificagdo de um sitio de fosforilagdo neural
especifico pode ajudar na compreensdao de uma
funcao especifica da MARCKS no desenvolvimento
neuronal, e um anticorpo monoclonal de
reconhecimento pode se tornar um instrumento
molecular essencial para ser usado nesta area de
estudo. O epitopo da MARCKS que se liga ao
mAb3C3 esta localizado na porgao N-terminal (do
residuo 16 ao 35), sendo indispensaveis para a
ligagcao ao anticorpo a Ser 25 fosforilada, a Lis 28 e
a Ala 29." O objetivo deste trabalho é avaliar por
RMN a influéncia da fosforilacao e a interagdo com
0 anticorpo na conformagdo do peptideo
(EKPGEAVAAPSPSKANGQENG) e verificar se a
Lis28 e a Ala29 participam diretamente da interagao
com o anticorpo.

Resultados e Discussao

Para as andlises por dicroismo circular (CD) as
amostras dos peptideos fosforilado (pS25) e nao
fosforilado (npS25) (0,1 mM) foram preparadas em
solugcao tampéo fosfato salina 20 mM a pH 5,0 e
7,0. As amostras dos peptideos com anticorpo
foram preparadas com a adicao de 6,3 pg/uL do
mAb3C3. Os espectros de CD indicaram que
independente do pH ou da interagéo com o
anticorpo tanto o peptideo pS25 quanto o npS25
nao apresentam estrutura secundaria definida. Para
os espectros de RMN os peptideos fosforilado e ndo
fosforilado (1 mM) foram dissolvidos em solugédo
tampéo fosfato pH 7,2 e 5,0 com 10% de DO e
foram adicionados 315 pg do anticorpo mAb3c3
para os estudos de interacdo com o peptideo. A
analise da regiao amidica dos espectros TOCSY do
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npS25, pS25 e pS25 na presencga do anticorpo mAb
3c3 em pH 7,2 (Figura 1a) mostrou que a
fosforilagdo promove uma maior separagdo dos
sinais e que a interagdo com o anticorpo leva ao
alargamento dos sinais na regido entre 8,0 e 8,3
ppm. Em pH 5,0 o efeito do alargamento de linha
foi menos pronunciado que em pH 7,2. Neste pH
foram observados sinais correspondentes aos
residuos terminais que devido a efeitos de troca
H/D nao foram observados em pH 7,2 (Figura 1b).
Através da analise do espectro TOCSY foi
observada uma blindagem dos Hy da Lis28 de
8,177 para 8,164 ppm e da Ala29 de 8,100 para
8,081 ppm.
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Figura 1: Espectros TOCSY do pS25 (preto) e do pS25
com mAb3c3 (vermelho). (a) pH 7,0 (b) pH 5,0.

Na andlise comparativa dos espectros NOESY a
5°C e 25°C a presenca de NOEs inter-residuos
indica que o peptideo adquire uma conformagao
mais estavel a baixa temperatura.

Conclusoes

Os resultados indicam que o peptideo nao sofre
variagdes conformacionais significativas ao interagir
com o anticorpo e que a fosforilagdo da Ser25 e a
presenca da Lis28 e da Ala29 sao importantes para
a interagéo com o anticorpo.
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